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RESUMO

A dengue é uma arbovirose endémica em regides tropicais e subtropicais, incluindo o
Brasil, cuja incidéncia de quadros graves € maior em pessoas que foram expostas a
infeccbes secundarias por sorotipos heterélogos. Uma das principais dificuldades
para o desenvolvimento de uma vacina contra a dengue € a necessidade de indugao
de resposta protetora contra os quatro sorotipos virais (DENV 1-4). A glicoproteina E
€ o principal componente na superficie viral, e € capaz de induzir anticorpos
neutralizantes que impedem a entrada do virus na célula hospedeira. Em vista disso,
tem sido alvo do desenvolvimento da maioria das vacinas contra a dengue.
Atualmente, dentre as diferentes tecnologias, as vacinas génicas tém representado
uma importante inovagéo e protagonismo na tentativa de controle da doencga.. Muitos
grupos se dedicam a vacinas contendo apenas a proteina E, e ao seu dominio Ill
(EDIII), devido a sua interacdo com receptores da célula alvo. Outros apostam na
associacdo prM-E, uma vez que a proteina pré membrana possui um importante
papel na conformacéo da proteina E durante a replicagao viral. Ensaios pré-clinicos
tém demonstrado que esses antigenos sao capazes de induzir respostas imunes
humoral e celular, além de protecdo. Dessa forma, neste trabalho foi realizada uma
revisdo bibliografica sobre vacinas de DNA e RNA contra a dengue baseadas na
proteina E. Ainda no presente estudo, foi iniciada a avaliacdo de uma formulacéo
tetravalente composta por vacinas de DNA baseadas no ectodominio da proteina E
de DENV 1, 2, 3 e 4. Sendo assim, foram utilizadas as vacinas de DNA pE1D1,
pE1D3 e pE1D4, as quais contém as sequéncias que codificam a proteina E de
DENV1, 3 e 4, respectivamente. Inicialmente, estes plasmideos foram purificados,
digeridos e sequenciados, confirmando os insertos clonados. As analises in vitro de
células BHK-21 transfectadas com as vacinas de DNA indicaram que os quatro
plasmideos foram capazes de mediar a expressao das proteinas recombinantes dos
quatro sorotipos virais. Aléem disso, camundongos BALB/c foram imunizados com os
plasmideos pE1D1, pE1D2, pE1D3 ou pE1D4 para a aquisicdo de soro imune que
sera utilizado futuramente nas analises da resposta imune humoral gerada por estas
vacinas de DNA.

Palavras-chave: Dengue. Vacinas génicas. Vacina de DNA. Proteina E. Tetravalente.
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ABSTRACT

Dengue is an arbovirus endemic in tropical and subtropical regions, including Brazil,
whose incidence of severe conditions is higher in people who have been exposed to
secondary infections by heterologous serotypes. One of the main difficulties for the
development of a vaccine against dengue is the need to induce a protective response
against the four viral serotypes (DENV 1-4). The E glycoprotein is the major
component of the virion surface and it is able to induce neutralizing antibodies that
prevent the virus from entering the host cell. For this reason, this protein has been the
target for development of most dengue vaccines. Currently, among the different
technologies, gene vaccines represent an important innovation and protagonism in the
fight against this disease. Thus, in this work a literature review on DNA and RNA
vaccines against dengue was carried out. Many groups are dedicated to vaccines
containing only the E protein, and its domain Il (EDIIl), due to its interaction with
receptors on the target cell. Others bet on the prM-E association, since the
pre-membrane protein plays an important role in the conformation of the E protein
during viral replication. Preclinical trials have shown that these antigens are able to
induce humoral and cellular immune responses, in addition to protection. Also in the
present study, we started the evaluation of a tetravalent formulation composed of DNA
vaccines based on the E ectodomain from DENV 1, 2, 3 and 4. Therefore, the DNA
vaccines pE1D1, pE1D3 and pE1D4 were used, were used because they contain
sequences that encode the sequences that encode the DENV1, 2, 3 E protein,
respectively. Initially, these plasmids were purified, digested and sequenced,
confirming the cloned inserts. In vitro analysis of BHK-21 cells transfected with the
DNA vaccines indicated that the four plasmids were able to mediate the expression of
recombinant proteins from the four viral serotypes. Furthermore, BALB/c mice were
immunized with plasmids pE1D1, pE1D2, pE1D3 or pE1D4 for the acquisition of
immune serum that will be used in the future analysis of the humoral immune
response generated by these DNA vaccines.

Keywords: Dengue. Gene vaccines. DNA vaccine. Protein E. Tetravalent.
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1 INTRODUGAO

1.1 ADENGUE

A dengue é a arbovirose (doencga transmitida por artrépodes) considerada um
dos mais sérios problemas de saude publica do mundo (LAUGHLIN et al., 2012).
Trata-se de uma doenga sistémica, de etiologia viral, cujo agente etioldgico, o virus da
dengue (DENV), compreende quatro sorotipos antigenicamente distintos, mas
geneticamente relacionados: DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4 (GUZMAN et al.,
2010; VASILAKIS, 2009; WEAVER; YUNG et al., 2015).

O DENV é transmitido aos seres humanos pela picada do mosquito fémea
infectado do género Aedes, sendo o Aedes aegypti o principal vetor no continente
americano. Sua disseminacdo ocorre em paises tropicais e subtropicais,
principalmente, em grandes centros urbanos e semiurbanos, onde as condi¢gdes do
meio ambiente favorecem a sua proliferacao (BARRETO; TEIXEIRA, 2008; RIBEIRO
et al.,, 2006). Além do virus da dengue, este vetor também pode transmitir os virus da
zika e chikungunya, arboviroses que também expressam relevancia publica, uma vez
que podem acarretar em sintomas graves (BARRETO; TEIXEIRA, 2008).

A disseminagao da doencga nas ultimas décadas representa uma problematica
de carater mundial, sobretudo devido as dificuldades encontradas no controle de
epidemias. Uma vez que apenas o controle ao vetor torna-se insuficiente e
considerando a indisponibilidade de terapias medicamentosas para o manejo dos
sintomas e cura da doenca até o momento, medidas preventivas, como o
desenvolvimento de vacinas, tornam-se de suma importdncia para a tematica
(RATHER et al., 2017).

Atualmente, ha uma vacina contra a dengue licenciada no Brasil e
comercializada pela Sanofi Pasteur, a Dengvaxia (SCHWARTZ et al., 2015). No
entanto, estudos tém demonstrado que quando administrada em individuos que nao
tiveram contato prévio com o virus, as chances de desenvolver a forma mais grave
da doenga s&o maiores caso os individuos sejam infectados posteriormente. Nesse
sentido, passou-se a recomendar que individuos soronegativos nao fossem
vacinados com a Dengvaxia (MARTINEZ-VEGA et al., 2017).
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1.2 EPIDEMIOLOGIA

1.2.1 Dengue no Mundo

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) avalia que a incidéncia da dengue no
mundo aumentou, aproximadamente, 30 vezes nos ultimos 50 anos, atingindo mais
de 110 paises (WHO, 2016) (Figura 1). Estima-se que 390 milhées de pessoas sejam
infectadas pelo virus da dengue anualmente, e que, aproximadamente, metade da
populacdo mundial esteja em risco de contrair a doenga (BHATT et al., 2013;
GUZMAN et al., 2010).

Acredita-se que uma consideravel parte desses episoddios é fruto do aumento
da urbanizacdo e de constantes mudancgas climaticas, além de questdes relacionadas
ao controle do Aedes - controles quimico, bioldgico e fisico - bem como a falta de
politicas publicas que envolvam o abastecimento regular de agua e coleta regular de
lixo. Esses fatores acarretam um aumento da exposi¢cao, em virtude da distribuicao
geografica dos vetores, tornando-a, assim, uma ameagca para regides que nao sofrem
com a dengue endémica frequentemente (LWANDE et al., 2019).

Figura 1 - Distribui¢cdo global da dengue.
= = -

- Completa Presenga

Legenda: Mapa construido com base em dados de estudos disponiveis e evidéncias consensuais,
indicando desde a auséncia até as altas incidéncias da dengue. A cor verde indica a auséncia da
dengue em determinado pais, enquanto a cor laranja indica a presenga dessa doenca. Quanto mais
escuras as cores, mais dados estao disponiveis, suportando a conclusao da auséncia ou presenga da
dengue em determinado pais. Fonte: Modificado de Flores e O"Neill, 2018.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Guzman%20MG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21079655
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1.2.2 Dengue no Brasil

O Brasil é um dos paises que sofre com a situagao de hiperendemicidade da
doenca, sendo alvo da co-circulagdo dos 4 sorotipos da dengue, 0 que propicia
maiores riscos de desenvolvimento de casos considerados graves. Trata-se de um
dos paises responsaveis pelo maior numero de pessoas infectadas pelo DENV desde
1908 (NOGUEIRA; EPPINGHAUS, 2011; RAMOS-CASTANEDA et al., 2017). O
registro de maior epidemia da doenga no pais ocorreu no ano de 2015, onde foram
notificados 1.649.008 casos confirmados e 986 &bitos. Nesse mesmo ano, ainda foi
possivel ressaltar o agravante da introdugdo do virus da zika, também transmitido
pelo Aedes(MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

Segundo o Ministério da Saude, de 3 de janeiro de 2021 a 1 de janeiro de
2022, foram notificados 544.460 casos provaveis de dengue no pais (taxa de
incidéncia de 255,2 casos por 100 mil habitantes), o que representa uma redugao de
42,6% de casos registrados em relagdo ao mesmo periodo de 2020 (Figura 2). No
entanto, especialistas acreditam que essa diminuicdo pode ser uma consequéncia de
uma subnotificagdo ou até mesmo um atraso nas notificagdes dos casos provaveis e
Obitos, devido a pandemia da COVID-19 (do inglés coronavirus disease 19)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

Figura 2 - Distribuicao da taxa de incidéncia de dengue por municipio no Brasil no ano de 2021
(03/01/2021-01/01/2022).
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Fonte: Ministério da Saulde, 2022.
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1.3 O VIRUS DA DENGUE

O virus da dengue € um arbovirus que pertence ao género Flavivirus, da
familia Flaviviridae. Os quatro sorotipos virais sdo capazes de causar a doenga no
homem. Além disso, a infecgdo por um sorotipo proporciona imunidade permanente
especifica para o sorotipo infectante e imunidade cruzada em curto prazo para os
outros sorotipos virais (HENCHAL; PUTNAK, 1990; YUNG et al., 2015).

Esse virus é caracterizado por ser uma particula esférica, envelopada, com
bicamada lipidica e possuir, aproximadamente, 50nm de didmetro quando maduro
(RODENHUIS-ZYBERT et al., 2010). Seu genoma consiste em um RNA de fita
simples de polaridade positiva com cerca de 11kb de extensado, o qual é traduzido
através de uma unica fase aberta de leitura (ORF, do inglés Open reading frame). A
traducdo do genoma viral resulta em uma poliproteina que, ao ser clivada por
proteases da célula infectada e pela protease viral, gera trés proteinas estruturais e
sete proteinas nao-estruturais, representadas na figura 3 (HEINZ; STIASNY, 2012;
KUHN et al., 2002).

Figura 3 - Representacdo do genoma viral do DENV e da poliproteina precursora das proteinas virais.
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Legenda: O genoma, RNA de fita simples de polaridade positiva, possui apenas uma Unica fase de
leitura aberta e sua traducao é direcionada para o Reticulo Endoplasmatico, gerando uma poliproteina
precursora das proteinas virais estruturais (C, prM/M e E) e ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B e NS5) entre as regides nao codificantes 3'UTR e 5’UTR. Fonte: GUZMAN et al., 2010.
As trés proteinas estruturais sdo as proteinas do capsideo (C), localizada no
nucleocapsideo, e as proteinas de pré membrana/membrana (prM/M) e do envelope
(E), localizadas na bicamada lipidica, fundamentais para a estruturacao viral (Figura
4). Ja as sete proteinas n&o estruturais, denominadas NS1, NS2A, NS2B, NS3,

NS4A, NS4B, e NS5, sao importantes no processo de replicagao viral, montagem de
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novas particulas e modulagdo da resposta imune do hospedeiro (ELONG NGONO;
SHRESTA, 2018; KHETARPAL; KHANNA, 2016; ZEIDLER et al., 2017).

Figura 4 - Representagédo esquematica do DENV.
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Legenda: (A) Modelo esquematico de uma particula de flavivirus. O capsideo contém o RNA viral e
multiplas copias da proteina C. A superficie das particulas € composta por heterodimeros das
proteinas prM-E. As particulas maduras ndo possuem a porgao pr da proteina M. Fonte: VRATSKIKH
etal., 2013.

A proteina E € um dos antigenos mais explorados para o desenvolvimento de
vacinas contra a dengue, porque encontra-se em abundancia na superficie do virus e
trata-se de uma proteina mediadora da interacéo célula-virus durante a infecgao viral
(DIAMOND, 2003; LINDENBACH, 2007; MODIS et al., 2003). Considerando que a
proteina E é foco deste trabalho, suas caracteristicas serdao detalhadas no item 1.3.2.

A proteina do capsideo (C) compde o nucleocapsideo viral. Essa proteina se
associa a bicamada lipidica e ao genoma viral, sendo portanto, fundamental para a
construcado de novas particulas virais (RODENHUIS-ZYBERT et al., 2010). A proteina
precursora da proteina M, a prM, funciona como chaperonina, impedindo que a
proteina E sofra mudancas conformacionais drasticas durante a maturacdo viral
(VAZQUEZ et al., 2002; ZHENG et al., 2014).

Entre as proteinas nao estruturais, a NS1 destaca-se estar envolvida na
replicagao viral, induzindo a liberagdo de anticorpos durante esse processo. Essa
glicoproteina é encontrada tanto no interior das células infectadas pelo virus como

associada a membrana. Além disso, ela também ¢é secretada em grandes
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quantidades, sendo detectada no soro de pacientes na fase aguda da infeccao
(KASSIM et al., 2011; YOUNG et al., 2000). A proteina NS2A é outra proteina
primordial para a replicagdo viral e para a montagem de novas particulas. Estudos
abordam, inclusive, o seu papel em contribuir com a atuagéo da proteina NS1 (XIE et
al., 2013). Ja a NS2B possui fungao indispensavel na clivagem da poliproteina viral e
atua como co-fator da protease viral, a NS3 (SHAFEE; ABUBAKAR, 2003).

A NS3 atua na replicagcdo do virus da dengue e no processamento da
poliproteina precursora das proteinas virais através de atividades enzimaticas, como a
de serino protease na porcao N-terminal e as de helicase, Nucleosideo 5’ trifosfatase
(NTPase) e RNA trifosfatase 5’ terminal (RTPase) na regiao C-terminal (SHAFEE;
ABUBAKAR, 2003). As proteinas NS4A e NS4B auxiliam no processo de replicagao
por meio do reparo de membranas intracelulares e interagcdo com o dominio helicase
da proteina NS3, respectivamente (ZOU et al., 2015). Por fim, a NS5, além de ser o
maior componente proteico ndo estrutural do virus, participa do capeamento e
metilagdo da extremidade 5 do RNA, assim como da sintese de fitas molde negativas
para a construgcdo de fitas positivas de RNA, através da sua atividade RNA
polimerase dependente de RNA (KROSCHEWSKI et al., 2008).

1.3.1 Ciclo replicativo

A transmissdo do virus se da, inicialmente, pela picada do mosquito fémea
Aedes aegypti em um individuo infectado (MASSAD et al., 2003; VASCONCELOS,
2003). No intestino do vetor, o virus € replicado, culminando na disseminagéo do
mesmo para diferentes tecidos, dentre eles as glandulas salivares, e com isso, 0s
individuos tornam-se alvos da picada e consequente infeccao (MORRISON et al.,
2008).

No individuo infectado, o ciclo de replicagao tem inicio quando o virus entra
em contato com a superficie celular hospedeira através da interacdo da proteina E
com receptores presentes na célula alvo, seguida pelo processo de endocitose
(Figura 5) (SAMPATH; PADMANABHAN, 2009). No endossoma, o meio acido

propicia uma mudanga conformacional da proteina E, que leva a fusdo do envelope
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viral com a membrana do endossomo e, consequentemente, a liberagcdo do RNA viral

no citoplasma.

Figura 5 - Ciclo de replicagdo do DENV.
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Legenda: 1- Ligacdo do virus ao receptor celular e endocitose; 2 - Fusdo & membrana endossomal e
liberacdo do RNA no citoplasma; 3- Tradugao do RNA viral na poliproteina; 4 - Replicagao do RNA
viral; 5- Montagem do virion no reticulo endoplasmatico (RE); 6 - Maturagao do virion no complexo de
Golgi e clivagem da prM pela furina na rede trans-golgi (TNG); 7 - Fusdo da vesicula a membrana
plasmatica e liberacdo de novas particulas por exocitose. Fonte: Adaptado de SAMPATH;
PADMANABHAN, 2009.

O genoma viral é traduzido em uma poliproteina que, posteriormente, é clivada
por proteases celulares e viral, dando origem as proteinas do virus. Ainda, ha a
transcricdo da fita complementar de RNA de polaridade negativa, que atua como
molde para a sintese de novas fitas positivas, dando continuidade a replicagao do
genoma viral (SMIT et al., 2011). No reticulo plasmatico ocorre, entdo, a montagem
da particula viral, seguida da maturacdo no complexo de Golgi. Essa particula é
carreada para a superficie da célula por vesiculas secretorias e é liberada por
exocitose (BACK; LUNDKVIST, 2013; YACOUB et al., 2016).
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1.3.2 Proteina E

A proteina E, com peso molecular de, aproximadamente, 53 kDa, destaca-se
por ser o maior componente glicoproteico presente na superficie do virus (PICCINI et
al., 2015). Essa proteina esta associada a alguns processos da infec¢ao viral,
atuando como proteina ligante ao receptor na membrana plasmatica das células alvo
da infecgdo com o virus e mediando a endocitose do mesmo (CRILL; CHANG, 2004,
DIAMOND, 2003).

Essa glicoproteina dispde-se na particula madura sob a forma de dimeros,
onde cada monémero é composto por um dominio hidrofébico transmembrana, que
contém as regides de haste e ancora, e um ectodominio que compreende os
dominios |, Il e Ill (EDI, EDII e EDIII, respectivamente) e corresponde a 80% da
proteina (Figura 6). O dominio Ill é responsavel pela interagdo com os receptores das
células alvo, enquanto o dominio Il contém o peptideo de fusdo (LINDENBACH,
2007; MODIS et al., 2003; ELONG NGONO; SHRESTA, 2018).

Figura 6 - Representagao da proteina E e seus dominios.
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Legenda: Os dominios I, Il e Ill estdo representados em vermelho, amarelo e azul, respectivamente.

(a) Esquema dos aminoacidos que compdem o ectodominio da proteina E. (b) Organizagao dos
dimeros do ectodominio da proteina E. (c) Conformagao dimérica da proteina E presente na superficie
das particulas virais. Fonte: MODIS et al., 2003.

Além de possuir um papel importante na viruléncia, a proteina E € um dos
principais alvos da resposta humoral contra o virus da dengue, e contém os epitopos
para os quais os anticorpos neutralizantes estao direcionados, e estes, por sua vez,

impedem a entrada do virus na célula hospedeira. Sendo assim, ela tem sido o
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antigeno viral mais utilizado para o desenvolvimento de vacinas contra a dengue

(REY et al., 2018; TOTTEY et al., 2018).

1.4 MANIFESTACOES CLINICAS

A infeccao pelo virus da dengue pode se manifestar na forma assintomatica ou
sintomatica. A forma sintomatica apresenta um amplo espectro de quadros clinicos,
podendo exibir sinais e sintomas leves, como febre, podendo estar acompanhada por
cefaléia, erupgdo cutadnea, mialgia e artralgia (febre da dengue - FD), até
manifestacdes clinicas graves que podem levar ao 6bito, como a febre hemorragica
(FHD) e a sindrome do choque da dengue (DSS) (BARNIOL et al., 2011; GARCIA et
al., 2011; WHO, 2009).

Em 2014, a Organizacdo Mundial da Saude passou a classificar os casos de
dengue em dengue com sinais de alerta, dengue sem sinais de alerta e dengue grave,
para permitir o melhor controle dos casos graves da doenga (CAVALCANTI et al.,
2015). Quanto aos sinais de alerta, é possivel destacar dor abdominal, vomitos
persistentes, altos niveis séricos de enzimas hepaticas, edema pulmonar,
trombocitopenia e hepatomegalia. Ja em relagdo a dengue grave, podem ser
identificadas manifestagdes como febre hemorragica, choque, hemorragias graves,
extravasamento plasmatico grave (resultante do aumento da permeabilidade vascular)
e comprometimento de 6rgaos (KATZELNICK et al.,, 2017; LIU et al., 2016; WHO,
2014).

A evolugao desta enfermidade pode variar de acordo com diversos fatores,
como as caracteristicas bioldgicas do virus (cepa e sorotipo), do individuo infectado
(idade, sexo, etnia, fatores genéticos, estado imune, comorbidade), assim como a
infeccao prévia por outro sorotipo do virus da dengue, no caso de infecgao secundaria
(ARIAS et al., 2014; NEDJADI et al., 2015; UNNIKRISHNAN et al., 2015). Esse ultimo
fator se mostra muito importante, ja que quadros classificados como graves sdo mais
frequentes em pessoas que ja tiveram dengue anteriormente por outro sorotipo
(MALAVIGE et al., 2004; WEAVER; VASILAKIS, 2009).
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1.5 PATOGENESE

Na dengue, a infecgdo causada por um sorotipo induz imunidade duradoura ao
sorotipo homologo, no entanto, em caso de uma segunda infecgdo por um sorotipo
heterdlogo, a protegao € limitante e temporaria, além de aumentar as chances de
desenvolvimento de formas mais graves da doenca, como a dengue hemorragica e a
sindrome do choque (FRIED et al., 2010; GUZMAN et al., 2010; MALAVIGE et al.,
2004).

Uma explicagdo para esse agravamento da doengca em uma infecgéo
secundaria € o mecanismo conhecido como ADE (do inglés Antibody-dependent
enhancement), em que anticorpos heterdlogos n&o neutralizantes ou em
concentragbes sub-neutralizantes, gerados em uma infecgdo primaria com um
sorotipo de DENV, podem se ligar a outros sorotipos de DENV durante uma infec¢ao
secundaria e facilitar a entrada desse DENV nas células alvos via receptores Fcy
(FcyR), presentes em células, como macréfagos e células dendriticas. (HALSTEAD,
2003; KUCZERA, et al., 2018). A entrada do virus na célula resulta em aumento de
particulas virais livres e secre¢cdo de citocinas pré-inflamatérias (SHUKLA et al.,
2020). A excessiva liberacdo de citocinas no plasma do individuo decorrente da
ativacado do sistema imune é conhecida como tempestade de citocinas (BUTTHEP, et
al., 2012), e pode levar ao aumento da permeabilidade vascular (FERREIRA et al.,
2015; KUCZERA, et al., 2018; SRIKIATKHACHORN et al., 2017).

Além do determinante humoral, outra teoria para a manifestacdo de dengue
grave em individuos em uma infeccdo secundaria heteréloga é o pecado antigénico
original, que se baseia na resposta imune celular. Neste caso, linfocitos T de memdéria
gerados em uma infecgédo primaria por um sorotipo do DENV podem ser ativados em
uma infecgdo secundaria por outro sorotipo. No entanto, acredita-se que essas
células ndo sejam capazes de eliminar o virus secundario por possuirem pouca
afinidade aos epitopos, mas poderiam levar ao aumento exagerado de citocinas
pré-inflamatérias (MATHEW; ROITMAN, 2008; MONGKOLSAPAYA et al., 2003).



25

1.6 VACINAS CONTRAA DENGUE

A construgcédo de uma vacina tetravalente contra a dengue, que seja segura e
eficaz, é considerada uma das principais estratégias para a prevencédo da doenca.
Atualmente, a unica vacina disponivel e licenciada para uso humano, a Dengvaxia,
nao é eficiente no quesito de protecdo balanceada contra os quatro sorotipos virais
(GUBLER; HALSTEAD, 2019).

A Dengvaxia (CYD-TDV), licenciada em diversos paises da América Latina e
Asia, incluindo o Brasil, foi desenvolvida pelo laboratério Sanofi Pasteur (WHO, 2016).
Trata-se de uma vacina tetravalente de virus quiméricos vivos atenuados que utiliza
como estrutura basica o esqueleto do virus da febre amarela vacinal YFV-17D, outro
flavivirus com genoma semelhante ao virus da dengue, onde ha a substituicdo dos
genes que codificam as proteinas prM e E pelos mesmos genes dos quatro sorotipos
do virus da dengue (SABCHAREON et al., 2012; THOMAS, YOON, 2019).

Como os estudos de acompanhamento de longo prazo dos individuos
imunizados com esta vacina associaram O sSeu USO com um risco maior de
manifestacdo das formas mais graves da doenga em soronegativos infectados apds a
imunizagado, essa vacina passou a ser recomendada apenas para 0 uso em individuos
soropositivos (SCHWARTZ et al., 2015; MARTINEZ-VEGA et al., 2017). Ainda assim,
o imunizante superou grandes obstaculos devido a complexidade da dengue e, em
vista disso, representa um grande avango no curso de combate a doenca
(HADINEGORO et al., 2015; HALSTEAD, 2017; LIU et al., 2016).

Como visto, atualmente, ainda n&do ha uma estratégia vacinal de prevengao
universal contra a dengue, o que impulsiona a busca por vacinas mais efetivas. Com
isso, diversas outras vacinas tetravalentes candidatas vém sendo estudadas por meio
de ensaios clinicos em estagios cada vez mais avangados (Quadro 1), tais como as
baseadas em virus vivo atenuado, virus inativado purificado, baseadas em vetores
virais, recombinantes de subunidade proteica, particulas semelhantes a virus (VLPs)
e vacina de DNA e de RNA (PANG; LOH, 2017; PEREIRA et al., 2015; TORRESI et
al., 2017).



Quadro 1 - Vacinas tetravalentes candidatas contra a dengue.
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Vacina Estratégia Laboratério | Fase clinica
Virus vivo atenuado (quiméricos)
Dengvaxia Esqueleto virus da Febre Amarela vacinal YFV-17D Sanofi Pasteur | Licenciada
(CYD-TDV) contendo os genes prM e E de DENV1, 2, 3 ou 4
DENV2 atenuado + DENV2/1, DENV2/3 e DENV2/4, em
TAK-003 que os genes prM e E de DENV2 atenuado foram Takeda Fase lll
substituidos pelos mesmos dos outros sorotipos
Atenuacao por remocao de nucleotideos na porgcao 3’'UTR National
(DENV1, DENV3 e DENV4) + DENV2/4, formado por )
TV003 Institute of Fase lll
genes prM e E de DENV2 no esqueleto de DENV4
Health (NIH)
atenuado
Virus inativado purificado
Glaxo Smith
Kline (GSK) e 0
DPIV DENV1-4 inativado + adjuvante Wailter Reed 1 pase
Army Institute
of Research
(WRAIR)
Subunidade recombinante
. o - .
DEN-80E Proteina E (80% da porgao N-terminal) expressa em Merck Fase |

células de Drosophila

Fonte: ALVES et al., 2021.

As vacinas compostas por virus vivos atenuados sao estratégias que buscam

gerar uma ativagcado da resposta imune do individuo vacinado com a inoculagao do

virus enfraquecido, mimetizando uma infec¢gao natural (STAPLES et al., 2015). Uma

vacina de virus vivo atenuado em progresso é a TAK-003, produzida pelo laboratério

Takeda. Essa vacina é baseada no DENV2 atenuado por passagens em células de

mamifero, e por virus quiméricos, onde os genes prM e E de DENV 1, 3 e 4 foram

inseridos por substituicao desses genes no esqueleto do DENV 2 atenuado (BISWAL
et al., 2020; SWAMINATHAN; KHANNA, 2019).

Estudos de fase 3 para avaliacdo desse imunizante em diferentes paises da

Asia e na América Latina demonstraram uma eficacia de 76% em pessoas
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previamente soropositivas para DENV e 66% em pessoas soronegativas. As
respostas foram mais eficientes para DENV 1 e 2 em relagdo a DENV 3 e DENV 4,
sugerindo eficacia variada de acordo com cada sorotipo. Os efeitos dessa vacina
apontaram uma redugao no numero de internagdes em casos graves da doenca, em
que se observou 94% de protecéo para hospitalizagado e 86% para FHD (BISWAL et
al., 2020).

Outra vacina de virus vivo atenuado em fase avangada de desenvolvimento é a
TV003, desenvolvida pelo National Institute of Health (NIH) e produzida pelo Instituto
Butantan, onde sorotipos como DENV 1, 3 e 4 foram atenuados por delecdo de 30
nucleotideos na regidao 3’ nao traduzida (3° UTR). No caso do DENV2, foi feita uma
quimera de DENV4/2 em que os genes prM e E de DENV2 foram trocados pelos
mesmos genes do DENV4 atenuado (DURBIN, WHITEHEAD, 2011; WHITEHEAD,
2016). Os testes clinicos de fase 2 exibiram resultados de indugéo de anticorpos, com
76% a 92% de soroconversao, dependendo do sorotipo, além da inducéo da resposta
de células T para as proteinas ndo estruturais de DENV tanto em individuos
soronegativos e como aqueles expostos ao virus (KALLAS et al., 2020).

Uma outra abordagem trata das vacinas de virus inativado purificado, em que o
virus é alterado por agentes quimicos ou fisicos, de forma que se torna incapaz de
causar infecgao (SCHMIDT et al., 2017). Quando comparadas com as atenuadas, séo
consideradas mais seguras, pois 0s seus componentes vacinais ndo estdo vivos e,
com isso, sd0 mais acessiveis, por exemplo, para pessoas com imunodeficiéncias
(SUN et al., 2003).

Como exemplo de vacina tetravalente contra a dengue baseada em virus
inativado em desenvolvimento, destaca-se a DVIP, que vem sendo avaliada, em
testes clinicos de fase 1, conjuntamente pela Glaxo Smith Kline (GSK) e o Walter
Reed Army Institute of Research (WRAIR) (DIAZ et al., 2018; WATANAVEERADEJ, et
al., 2011). Todavia, o aperfeigoamento dessa estratégia vacinal sofre impasses ja que,
apesar dos individuos vacinados terem desenvolvido uma resposta de anticorpos
tetravalente 1 més apds a segunda dose, somente em 29% dos vacinados foram
detectados anticorpos ap6s 1 ano da vacina (IDRIS et al., 2021).

Ja as vacinas baseadas em subunidade recombinante sdo construidas a partir

de antigenos de proteinas definidos que podem ser produzidos em sistemas de
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expressao, tais como bactérias (E. coli, por exemplo), leveduras, células de insetos,
linhagens de células de mamiferos ou plantas (YAP; SMITH, 2010). Dentre tais
estratégias, em estagios clinicos mais avangados destaca-se a DEN-80E, uma vacina
de subunidade recombinante contra a dengue com base em 80% da proteina do
envelope, produzida em células de Drosophila, desenvolvida pela Merck (CASSETTI;
HALSTEAD, 2014; COLLER, et al., 2011). Ensaios clinicos de fase 1 demonstraram a
inducdo da resposta de anticorpos neutralizantes e produgdo de IFN-y nas
combinagdes com dois adjuvantes diferentes. Entretanto, a maior imunogenicidade
esteve aliada a reacdes adversas (MANOFF et al., 2019).

As vacinas baseadas em acido nucleico, vacinas de DNA e vacinas de RNA,
por sua vez, sao estratégias inovadoras que vém sendo cada vez mais exploradas.
Essas vacinas se baseiam na inoculagcdo do gene de interesse, através de um
plasmideo de expressao ou de uma molécula de RNA, na célula do individuo. A partir
dessa informacgao, a célula produz a proteina codificada que pode, entao, induzir uma
resposta imune (REINHARDT et al., 2017).

Diversos grupos vém avaliando vacinas de DNA contra a dengue, baseadas
em diferentes antigenos virais. O Laboratério de Biotecnologia e Fisiologia de
Infecgbes Virais (LABIFIV) tem trabalhado na elaboracao de vacinas de DNA contra o
virus da dengue. Dentre essas, destaca-se a vacina pE1D2 que possui a sequéncia
que codifica o ectodominio (DI, Il e Ill) da proteina E de DENV2, cepa Nova Guiné.
Esta vacina de DNA ja foi testada anteriormente e mostrou-se capaz de gerar altos
niveis de protegcdo contra o desafio com DENV2 em camundongos BALB/c. Além
disso, o plasmideo pE1D2 foi capaz de induzir nestes camundongos tanto uma
resposta imune humoral, com produgao de anticorpos neutralizantes, quanto a
ativacao de células T especificas (AZEVEDO et al., 2011).

Considerando que as vacinas génicas contra a dengue sao o foco deste
trabalho, mais detalhes serdo abordados no item2.2.1.

E consenso que um dos principais pilares para o desenvolvimento de uma
vacina contra a dengue é a necessidade de indugido de resposta imune equilibrada e
protetora contra os quatro sorotipos virais (DENV 1-4). Entretanto, ainda ndo ha uma
vacina que alcance esse objetivo plenamente. A proteina do envelope viral vem sendo

vista como um antigeno promissor na construgdo de uma vacina eficaz contra a
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dengue, ja que é responsavel por mediar a ligacdo e fusdo do virus a membrana
celular do hospedeiro e, consequentemente, € alvo de anticorpos neutralizantes.
Dessa forma, essa proteina vem sendo empregada em diferentes estratégias de
imunizagao (MODIS et al., 2003).

Com isso, o estudo das estratégias em desenvolvimento para a construgao de
uma vacina contra a dengue baseado, principalmente, na proteina E, e a avaliagéo da
eficacia dessas vacinas em gerar uma resposta imune protetora robusta contra os 4
sorotipos virais € de suma importancia. Entre essas estratégias, se destacam as
vacinas génicas, que se mostram uma boa alternativa para a indugédo de uma
resposta imune humoral e celular equilibrada contra os 4 sorotipos virais (MOTA et al.,
2005).

Em busca de avaliar estratégias vacinais eficazes e protetoras contra os quatro
sorotipos virais, neste trabalho, foi realizada uma revisdo das vacinas génicas,
baseadas na proteina do envelope, que estdo em desenvolvimento. Além disso,
também serdo apresentadas as avaliagbes preliminares de uma vacina de DNA

tetravalente contra a dengue baseada na proteina E.
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1.7 OBJETIVOS

1.7.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi realizar uma revisédo da literatura cientifica acerca
de vacinas génicas contra a dengue baseadas na proteina do envelope viral e avaliar
a construgdo de uma vacina de DNA tetravalente contra a dengue baseada na

proteina do envelope.

1.7.2 Objetivos Especificos

e Realizar levantamento bibliografico em publicagdes cientificas na base de
dados Pubmed sobre vacinas de DNA e RNA contra a dengue baseadas na
proteina do envelope;

e Produzir e purificar os plasmideos pE1D1, pE1D2, pE1D3 e pE1D4 em grande
escala;

e Avaliar a expressao in vitro das proteinas recombinantes codificadas pelos
plasmideos pE1D1, pE1D2, pE1D3 e pE1D4;

e Inocular camundongos BALB/c com as vacinas de DNA para as futuras

avaliagdes da resposta imune humoral,
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 METODOLOGIA

2.1.1 Revisao Bibliografica

Foi realizado um levantamento bibliografico na base de dados Pubmed para a
pesquisa de artigos cientificos, informagdes e documentagdes indiretas da literatura
cientifica, no periodo de 2000 a 2022, utilizando palavras-chave, combinadas entre si
ou ndo, como: dengue, vaccine, DNA vaccine, RNA vaccine, gene vaccine, envelope,
E protein.

Além dos estudos encontrados na base de dados, também foram consultadas
outras bibliografias que se demonstraram importantes para a elaboracdo deste
trabalho, como livros, dissertacbes e revisdes. Apds breve leitura, foram
desconsiderados artigos que néo se aplicavam a tematica proposta, como critério de

exclusao.

2.1.2 Avaliacao das vacinas de DNA baseadas na proteina E

2.1.2.1 Plasmideos pE1D1, pE1D2, pE1D3, pE1D4 e pcTPA

Os plasmideos pE1D1, pE1D2, pE1D3 e pE1D4 contém as sequéncias que
codificam os ectodominios (dominios I, Il e Ill) das proteinas do envelope de DENV 1,
2, 3 e 4, respectivamente, fusionadas ao peptideo sinal t-PA (ativador de
plasminogénio de tecido humano) e sob controle da regido promotora do

citomegalovirus humano (CMV).

Os plasmideos pE1D2 e pcTPA ja foram utilizados em trabalhos anteriores do
grupo (AZEVEDO et al, 2011; 2013). O plasmideo pE1D2, especificamente, foi
construido pelo grupo do laboratério a partir da clonagem do gene que codifica a
proteina E do virus da dengue sorotipo 2, cepa Nova Guiné, utilizando o vetor de
expressdo em células eucaridticas pcDNA3 (Invitrogen). O gene E foi fusionado a

sequéncia que codifica o peptideo sinal t-PA, que direciona a proteina para a via de
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secrecao celular. O plasmideo pcTPA (controle negativo) possui apenas a sequéncia

que codifica o t-PA.

Ja para a construcido dos plasmideos pE1D1, pE1D3 e pE1D4, as sequéncias
gue codificam os ectodominios das proteinas E dos respectivos sorotipos 1, 3 € 4 do
virus da dengue foram selecionados por meio de uma analise bioinformatica no banco
de dados GenBank. A empresa GenScript foi responsavel pela sintese de genes
sintéticos, o0s quais foram otimizados para expressao tanto em células de
camundongos quanto de humanos e pela clonagem no plasmideo pcTPA e a
sequéncia TPA também foi otimizada para a expressdo em células humanas e
murinas. A sequéncia do pE1D1 foi sintetizada a partir da cepa brasileira
BR42735-ZC. A do pE1D3 trata-se de uma sequéncia consenso das cepas brasileiras
FJ850092 e EF629368, enquanto que a sequéncia do pE1D4 foi sintetizada a partir

da cepa venezuelana FJ182016. Os plasmideos estao representados na figura 7.

Figura 7 - Representacédo esquematica dos plasmideos pE1D1, pE1D2, pE1D3, pE1D4 e pcTPA.

ColE Amp R ColE1 Amp R ColE Amp R
ori g ori g ori g

pEIDI [| cMVpro ) pEID2 | tMVpro pEID3 |— CMV pro

t-PA = 1-PA : L t-PA
_-j_‘cm[i de DENV1 _A.r de DENV2 . -/
PalyA PalyA PolyA
. : Amp R ColE1
i l’ ‘-\mp {iri‘{’ﬂ"”‘~ Nmp R
. \ PolyA ¢ \
' % SV40 U/
pEID4 [ CMVpro pcTPA CMV pro
o t-PA U PA
/" PolyA
J— EctoE de DENV4 SV40 pr""““"’"y/ BGH

PolyA

Legenda: Amp R - gene que confere resisténcia a ampicilina; CMV pro - promotor derivado do
citomegalovirus; SV40 pro - promotor derivado do virus simio 40; Neo R - gene que confere resisténcia
a neomicina; Poly A SV40 - regido de poliadenilagdo derivada do virus simio 40; EctoE - sequéncia que
codifica o ectodominio (dominios LIl e Ill) da proteina E; Poly A BGH - regidao de poliadenilagédo
derivada do citomegalovirus humano; ColE1 ori - origem de replicagao bacteriana.
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2.1.2.2 Purificagdo dos plasmideos recombinantes

Para a producdo de grande quantidade de DNA plasmidial, bactérias
Escherichia coli, cepa DH5-a, que foram previamente transformadas com os
plasmideos recombinantes pE1D1, pE1D2, pE1D3, pE1D4 ou pcTPA, foram crescidas
em meio LB (Luria Bertani - 10 g de Luria-Bertani: triptona, 5 g de extrato de levedura,
10g de NaCl, agua deionizada para completar 1 L) contendo 100 ug/mL de ampicilina,
a partir dos estoques congelados. As culturas foram incubadas a 37°C, sob agitacéao,
durante a noite. No dia seguinte, foi realizado um in6culo dessas culturas em meio TB
(Terrific Broth - 12 g de triptona, 24 g de extrato de levedura, 4 mL de glicerol e 100
mL de solugdo 0,17 M de KH,PO, e 0,72 M de K,HPO,/L, agua deionizada para
completar 1L) contendo 100ug/mL de ampicilina e estas foram mantidas novamente a

37°C, sob agitagao, durante a noite.

ApoOs este periodo, os plasmideos foram extraidos por lise alcalina e
purificados através de colunas de troca ibnica, utilizando Qiagen Endofree Plasmid
Giga Kit (Qiagen) tip 10.000, segundo as instru¢des do fabricante. Foram utilizados 3L
de cultura bacteriana para cada coluna Giga. Os plasmideos foram eluidos em agua
deionizada e suas concentragdes foram quantificadas em espectrofotometro no

comprimento de onda de 260nm. O DNA foi armazenado a 20°C até o devido uso.

A integridade e a pureza dos DNAs plasmidiais foram confirmadas por
digestdo dos plasmideos com enzimas de restricdo (Invitrogen), de acordo com
instrugcdes do fabricante, por 1 h a 37°C. Posteriormente, foi adicionado tamp&o de
amostra 6X (Blue/Orange loading Dye, Promega) as amostras, e estas foram
analisadas por eletroforese em gel de agarose 1% em tampao TAE 1X (4,849 de Tris,
1,142mL de acido acético, 2mL de EDTA 0,5M, agua deionizada para completar 1 L,
pH 8,0), corados com Nancy-520 (Sigma-Aldrich), o qual foi visualizado e fotografado
em um transiluminador de luz ultravioleta (UV). As concentracbes dos plasmideos
também foram confirmadas em gel de agarose. Além disso, foi realizado o
sequenciamento dos genes na plataforma de sequenciamento da Rede de
Plataformas Fiocruz. O material foi armazenado a -20°C para futuras imunizagdes de

camundongos e avaliagdes das respostas imunes geradas.
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Cabe salientar que a manipulacdo das bactérias DH5a e a purificacao dos
plasmideos recombinantes foi realizada de acordo com as normas de Biosseguranca
(CQB n° 105/99) para atividade de pesquisa com organismos geneticamente

modificados.

2.1.2.3 Expressao in vitro das proteinas recombinantes

Para avaliar a producdo das proteinas recombinantes, células da linhagem
BHK-21 (fibroblastos renais de Hamster neonato) foram transfectadas com os
plasmideos contendo os genes dos diferentes sorotipos de DENV. As células foram
mantidas em meio DMEM (Sigma) (10g de meio DMEM, 2,2g de Ca(HCO.,),, 2g de
HEPESI/L, pH 7,4) suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB), a 37°C, sob
atmosfera umida e 5% de CO2. Para a propagacéo da cultura, a monocamada celular
foi lavada a cada dois dias com solugao salina tamponada BSS (8g de NaCl, 0,4g de
KCI, 0,012g de CaCl,, 0,154g de MgSO,.7H,0, 0,39g de Na,HPO,.12H20, 0,15g de
KH,PO,, 1,1g de glicose, 0,0025g de vermelho de fenol, agua deionizada para
completar 1L, pH 7,4). Ja para a obtencao de suspenséao celular, a monocamada foi
lavada com solugdo salina tamponada CMF (8g de NaCl, 0,4g de KCI, 0,1g de
Na,SO,, 0,39g de Na,HPO,.12H,0, 0,15g de KH,PO,, 1,1g de glicose, 0,0025g de
vermelho de fenol e agua deionizada para completar 1 L, pH 7,4) e posteriormente

dissociada com tripsina (Invitrogen).

Para a transfecgéo, 2,5 x 10* células por pogo foram plaqueadas em laminas
contendo 8 camaras (Lab-Tek, NUNC) e incubadas durante a noite sob as mesmas
condicbes de manutencdo do cultivo. No dia seguinte, as células BHK-21 foram
transfectadas com 0,8 pg/pogo dos diferentes plasmideos, combinados a 2 uL de
lipofectamina 2000 (Invitrogen), em 400 yL de meio OPTIMEM (Invitrogen), de acordo
com as recomendacgdes do fabricante. Apds 4h de incubagao a 37°C e 5% de CO2, o
meio foi trocado por DMEM com 5% de SFB e as células foram incubadas novamente

sob as mesmas condi¢des.

No dia seguinte, a expressdo da proteina E foi analisada por

imunofluorescéncia indireta. As células foram fixadas com paraformaldeido 4,0% v/v
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em tampao fosfato de sodio 1M (77,4mL de Na,HPO, 1M, 22,6mL de NaH,PO, 1M e
agua deionizada para completar 1L, pH 7.4), permeabilizadas com saponina 0,6% v/v
também em tampéo fosfato de sddio, adicionado de albumina bovina (BSA, Sigma) a
1% p/v por 15 min, a temperatura ambiente. Para a deteccdo da expressdo das
proteinas recombinantes, as células foram incubadas em tampao fosfato com
anticorpos policlonais de macaco (anticorpo primario) especificos contra a proteina E
dos diferentes sorotipos de dengue por 1h, a 37°C, Em seguida, as células foram
incubadas com anticorpo anti-IgG humano conjugado a FITC (Sigma) (anticorpo
secundario). Por fim, as células foram visualizadas com o auxilio do microscépio de

fluorescéncia modelo Nikon Eclipse 50i.

2.1.2.4 Imunizagdo de camundongos

Camundongos BALB/c machos (n=5), com cerca de 4 semanas de idade foram
imunizados com duas doses das vacinas de DNA , que correspondem a 100 ug de
DNA /100 ul de PBS (tampéo fosfato-salino — 8g de NaCl, 0,2g de KCI, 1,44g de
Na,HPO,, 0,24g de KH,PO, pH 7.3, agua deionizada para completar 1L) dos
diferentes plasmideos (pE1D1, 2, 3 e 4) ou com o plasmideo controle (pcTPA). Os
animais foram inoculados em intervalos de duas semanas, por via intramuscular (IM),
nos quadriceps posteriores (100 ug de DNA/dose, sendo 50 pg/pata) com o auxilio de

uma seringa de insulina com agulha 30 G (Becton Dickinson).

Duas semanas apos a segunda imunizagdo com as vacinas de DNA, os
camundongos foram anestesiados com uma mistura de cetamina e xilazina em 100
ML de PBS e sangrados por pung¢do cardiaca para obtengdo do sangue total. O
sangue foi centrifugado duas vezes a 6.000 rpm por 10 minutos, em microcentrifuga,
para obtencdo do soro imune e estes foram armazenados a -70°C até o seu devido
uso. Vale ressaltar que antes da imunizagao os animais foram sangrados por via retro
orbital para obtencdo do soro pré-imune para ser utilizado como controle em outros
experimentos, como 0s ensaios de soroneutralizacao viral e ELISA. Os experimentos

com os camundongos foram realizados de acordo com os principios éticos aprovados
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pelo Comité de Etica do Uso de Animal do Instituto Oswaldo Cruz (CEUA/IOC),
licengas L039/2015 e L022/2019.

2.2 RESULTADOS

2.2.1 Revisao bibliografica: Vacinas génicas contra a dengue baseadas na

proteina do envelope viral

As vacinas génicas sao vacinas que se baseiam na inoculagdo do gene que
codifica a proteina de interesse no organismo hospedeiro, diferindo assim, das
tecnologias classicas de inocular organismos vivos ou inativados, ou subunidades
desses microrganismos. Nessa abordagem, que compreende as vacinas de DNA e
RNA, um ou mais genes que codificam a(s) proteina(s) de interesse sao entregues a
célula, que produz o antigeno codificado nessa informagéo. Tanto a vacina de DNA
quanto a de RNA sao capazes de induzir uma resposta imune ampla, com ativagao da
resposta imune humoral e celular (REINHARDT et al., 2017).

Avancgos recentes na tecnologia das vacinas de DNA e RNA tém estimulado o
desenvolvimento de vacinas génicas direcionadas aos flavivirus, incluindo o virus da
dengue (ALVES et al.,, 2020; WOLLNER; RICHNER, 2021). A maioria dos estudos
que avaliam vacinas génicas direcionadas para o DENV, utilizam a estratégia de
vacinas de DNA, contudo, recentemente, alguns grupos vém analisando vacinas de

RNA baseadas tanto na proteina E, quanto em proteinas virais ndo estruturais.

2.2.1.1 Vacinas de RNA

As vacinas baseadas em acido ribonucleico, vacinas de RNA, sdo constituidas
de moléculas de RNA mensageiro (mMRNA) produzidas in vitro, e inoculadas,
geralmente, em nanoparticulas lipidicas (LNP). A formulagdo em nanoparticula
lipidica proporciona maior estabilidade ao mRNA, protegendo-o de RNases, assim
como, favorecendo a interagao desta formulagdo com a célula do individuo vacinado,
facilitando a entrada do mRNA na célula (DEFRANCESCO, 2017; HINZ et al., 2017;
RAUCH et al., 2017).
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O principio dessa abordagem se da pela utilizagdo da maquinaria da célula do
hospedeiro para a producado do antigeno codificado pelo mRNA sintético. Ou seja, o
mMRNA codifica um antigeno de interesse, que € traduzido pela célula. Essa proteina,
guando reconhecida pelo sistema imune induz uma resposta imune humoral e celular
especifica (CHAHAL et al., 2016). O mRNA sintético € geralmente projetado seguindo
o esquema do mRNA eucariético, e contém um quadro de leitura aberto que codifica o
antigeno de interesse, as regides nao traduzidas (UTRs) 5' e 3', flanqueando o quadro
de leitura aberto, além do Cap 5, e da cauda poli(A), na regido 3, que sao
necessarios para estabilizar o mRNA no citosol e para uma traducido eficiente
(HOLTKAMP et al., 2006; WOLLNER; RICHNER, 2021).

O pioneirismo dos estudos com vacinas de RNA, assim como as de DNA,
envolvendo modelos animais se deu na década de 1990. Por meio dessa tecnologia,
pesquisadores puderam observar a indugcdo de respostas imunes mediadas pela
expressao de proteinas quando moléculas de mRNA eram inoculadas, pela via
intramuscular em camundongos (KALLEN; THEB, 2014; PASCOLO, 2006).

Este modelo de imunizante possui vantagens em relagéo a outras tecnologias
vacinais, como facil e rapida produgdo em larga escala; a facilidade de alterar a
molécula de mRNA, deixando suas caracteristicas fisico-quimicas praticamente
inalteradas, sem que precise mudar o processo de producdo estabelecido. Além
disso, essas vacinas tém a capacidade de inducio de respostas celulares e humorais,
sem os riscos de uma vacina viva atenuada (GEALL et al., 2013; SCHLAKE et al.,
2012). Como desvantagem, essas vacinas geralmente necessitam de
acondicionamento especifico de baixa temperatura, o que o torna mais custoso e
menos acessivel se comparado a outras tecnologias (LIMA et al., 2021). Até o
surgimento da pandemia da COVID-19, causada pelo SARS-CoV-2 (Coronavirus 2 da
Sindrome Respiratéria Aguda Grave), ainda nao existiam vacinas de RNA aprovadas
para uso humano. No entanto, tal calamidade gerou grandes impactos sobre a
comunidade cientifica e acelerou o processo de pesquisa de medicamentos e vacinas
(CAMPOS et al., 2020). Para tanto, foram aprovadas e seguem em uso as vacinas de
RNA da Pfizer-BioNTech, aprovada pela primeira vez no Reino Unido, e da
Moderna/NIH, aprovada pela primeira vez nos Estados Unidos (LEDFORD, 2020;
PACHECO et al., 2020; MAHASE, 2020).
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2.2.1.1.1 Vacinas de RNA contra o virus da dengue baseadas na proteina E

Recentemente, trés grupos vém avaliando vacinas de RNA contra a dengue
(WOLLNER; RICHNER, 2021). Um desses estudos, ndo utilizou a proteina E como
antigeno. Roth e colaboradores (2019) avaliaram uma vacina de mRNA-LNP
contendo epitopos de células T das proteinas nao estruturais NS3, NS4B e NS5 de
DENV1. Essa vacina induziu respostas celulares em camundongos imunizados e
levou a reducédo da carga viral nos animais desafiados com DENV1 (ROTH et al.,
2019).

Zhang e colaboradores (2020) desenharam e caracterizaram trés vacinas de
mRNA para DENV2 baseadas ndao somente na proteina E, mas também na proteina
NS1: prME-mRNA, E80-mRNA e NS1-mRNA. A analise dessas vacinas em
camundongos imunocompetentes evidenciou que a imunizagdo com a vacina
baseada no ectodominio da proteina E sozinho, E80-mRNA, induziu altos niveis de

anticorpos neutralizantes e respostas de células T antigeno-especificas.

Quadro 2 - Vacinas de RNA candidatas contra a dengue com base na proteina E e outros antigenos.

Vacina |Antigeno Resposta Imune Protecao Referéncia

DENV2

E80-mRNA induziu altos niveis de
anticorpos neutralizantes e respostas de

prME-mRNA células T antigeno-especificas
, EBO-mRNA | prM, E e E80-mRNA + NS1-mRNA gerou um Protecao contra Zhang et al.

e NS1 . desafio com DENV2 (2020)
aumento nos niveis da resposta de

NST-mRNA células T. prME-mRNA foi pouco
imunogénica
DENV1
Induziu altos niveis de titulos de ?;Lrﬂ::)r:l?:gsmiﬁgsg
prM/E M-E anticorpos neutralizantes e células T foram rofe idos de Wollner et
mRNA-LNP P CD4+ e T CD8+ especificas para P ) g al. (2021)
DENVA um desafio letal de

DENV

A combinagdo de E80-mRNA e NS1-mRNA gerou um aumento nos niveis da

resposta de células T. Além disso, essas vacinas conferiram protecao contra o desafio
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com DENV2. Por outro lado, a vacina prME-mRNA foi pouco imunogénica. Ja em um
outro estudo de uma vacina de mRNA que codifica as proteinas prM/E de DENV1 foi
observada a produgdo de anticorpos neutralizantes em camundongos
imunocompetentes. Essa vacina também foi capaz de induzir células T CD4+ e T
CD8+ especificas para DENV1 (WOLLNER; RICHNER, 2021).

Além do virus da dengue, outro flavivirus que tem sido alvo do
desenvolvimento de vacinas de mRNA é o Virus Zika. Entre essas analises de
vacinas baseadas na proteina E, € possivel destacar o estudo de Richner e
colaboradores (2017), os quais construiram uma vacina de mRNA contra a ZIKV, que
codifica os genes estruturais prM-E desse virus, encapsulado em nanoparticulas
lipidicas. Essa vacina foi capaz de induzir anticorpos de reagao cruzada contra o virus
da Dengue (RICHNER et al., 2017).

Devido a similaridade dos aminoacidos que compdem a proteina E de ZIKV e
dos quatro sorotipos do DENV, um epitopo de reagdo cruzada imunodominante
presente no dominio Il da proteina do envelope (E-DII-FL) foi deletado desse mRNA.
Isso porque anticorpos de reacado cruzada, derivados da infecgdo natural por Zika,
dirigidos ao DIl da proteina do envelope aumentaram a infecgdo do DENV em culturas
de células e em modelos murinos, como relatado por Dejnirattisai e colaboradores
(2016) e Stettler e colaboradores (2016). Esses mRNAs induziram respostas
protetoras de anticorpos contra o virus da Zika em camundongos e minimizaram a
geracao de anticorpos de reacdo cruzada. Contudo, estudos epidemioldgicos sao
necessarios para desvendar o efeito da imunidade humoral do ZIKV na patogenia do
DENV e a necessidade de abordagens vacinais que reduzam o risco de indugao de
resposta cruzada e do surgimento de quadros mais graves de dengue (RICHNER et
al., 2017).

2.2.1.2 Vacinas de DNA

Dentre os diferentes métodos vacinais em estudo, uma outra abordagem
promissora € a utilizacdo de vacinas de DNA, que consistem em um plasmideo de
expressao contendo genes que codificam antigenos de interesse. A inoculagao

desse vetor nas células eucaribticas leva a tradugéo da proteina e a indugao de uma
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resposta imune especifica contra essa proteina nos individuos vacinados (ALVES et
al., 2021; KHAN, 2013; LIU, 2011; SAADE; PETROVSKY, 2012).

Assim como as vacinas de RNA, a tecnologia vacinal baseada em DNA teve
inicio nos anos de 1990, ambas descritas como capazes de induzir respostas imunes
celulares e humorais (LIU, 2011). No entanto, inicialmente as vacinas de DNA
plasmidial ganharam maior destaque no cenario cientifico devido aos problemas de
instabilidade das moléculas de mRNA e ao seu custo mais alto de producéo.
Posteriormente, novos estudos proporcionaram a resolugdo desses problemas
relacionados ao mRNA (KALLEN; THEB, 2014).

Além da vantagem de simular uma infec¢ao viral natural e induzir tanto a
resposta imune humoral quanto celular, as vacinas de DNA sdo mais seguras que as
vacinas vivas por ndo haver a inoculagao direta do agente infeccioso, como um virus
atenuado, por exemplo, possibilitando que individuos imunocomprometidos sejam
vacinados (LIU, 2011; MEUNIER, et al., 2016). Outro beneficio desta estratégia diz
respeito ao seu desenvolvimento. Essas vacinas sdo de facil manipulacao,
comparada a outros tipos de vacinas, podendo ser alterado o gene alvo com certa
facilidade, sem alterar a sua forma de producio. Além disso, sdo vacinas estaveis em
temperatura ambiente e tém baixo custo de producdo, sendo essas caracteristicas
cruciais em tempos de epidemias (WILLIAMS, 2014).

Esforgos tém sido feitos por parte da comunidade cientifica para que vacinas
de DNA contra a dengue baseadas tanto em antigenos estruturais quanto néao
estruturais sejam cada vez mais aprimoradas. Algumas abordagens apostaram em
proteinas, como NS1, visando a inducdo de respostas celulares, como de células
TCD4+, assim como em proteinas NS3, NS4B e NS5, direcionadas as respostas de
células TCD8+, devido a participagdo da proteina E no ADE (RIVINO et al., 2013).
Entretanto, a proteina E e o seu dominio Ill sdo objeto da maior parte dos trabalhos
acerca do tema, devido a interacdo dessa proteina e desse dominio com receptores
na superficie da célula hospedeira e a indugao de anticorpos neutralizantes (TOTTEY
et al., 2018; ALVES et al., 2021).
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2.2.1.2.1 Vacinas de DNA contra a dengue baseadas apenas na proteina E

Mota e colaboradores (2005) desenvolveram uma formulagédo tetravalente
baseada no dominio Ill da proteina do envelope, composta pelas vacinas pDIII-D1,
pDIll-D2, pDIII-D3 e pDIlI-D4. A formulagdo tetravalente foi inoculada pela via
intramuscular (IM) em camundongos BALB/c, os quais produziram niveis
significativos de anticorpos IgGs contra DENV 1-4, entretanto com restrita capacidade
neutralizante (MOTA et al., 2005). Para analise da protecdo, camundongos
recém-nascidos foram inoculados com soro de camundongos adultos vacinados com
a vacina de DNA e depois desafiados com DENV2. Foi observado que 87% desses
animais neonatos sobreviveram. Entretanto, € necessario realizar mais experimentos
em que se possa avaliar a protegdo aos outros sorotipos virais (Quadro 2) (MOTA et

al., 2005).

Quadro 3 - Vacinas de DNA candidatas contra a dengue com base apenas na proteina do envelope

viral.
Plasmideo
Vacina (Via de Estratégia Resposta imune Protecéao Referéncia
inoculagao)
EDIIl/ DENV1-4
87% de protecao
em camundongos
Produgéo de IgGs BALB/c
pDIlI-D1, Plasmideos [NAb anti-DENV1-4 em um| recém-nascidos
pDIlI-D2, pcDNA3 [ que codificam | ensaio de CPE de células | inoculados i.c Mota et al.
pDIlI-D3 e (M) EDIII de BHK-21 a 50%: com soros de (2005)
pDIlI-D4 DENV1-4 formulagéao tetravalente camundongos
apenas contra DENV2 imunizados e
desafiados com
DENV2 NGC
Produgao de IgGs anti
Plasmideo EDIII DENV1-4
o NAb contra DENV1-4 no
codifica EDIII . C
de DENV1-4 ensaio de inibicdo de
pDV-U-DllI PVAXT (IM + como um TCIDS0-CPE N&o realizado Ramanathan
EP) . Células B produtoras de et al. (2009)
unico quadro . o
de leitura antlgor_pos esp~eC|f|cos
aberto apos |r)cubag:ao com
proteinas EDIII de
DENV1-4
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Producéo de anti-EDIII de
Plasmideo DENV1, 2, 3 (vacinagéo
codifica EDII monovalente e
m(?r:!;/g:lite de DENV1-4 tetravalente) Poqaianella
o pVAX (ID) | (sequéncias PRNT 70 positivo: Nao realizado of e?lg (2015)
otimizadas) formulacgdes '
tetravalente .
fusionado monovalentes e
com y-CH3 | tetravalentes contra todos
os 4 sorotipos de DENV
83,3% de
Plasmideo protecédo em
codifica EDIII camundongos
de DENV1-4 NAb positivo contra contra o desafio .
E\?;gc?n'\ép‘ pVA(?,JI‘)mCS comoum | DENV1-4 no ensaiode |de DENV1,3e 4 ’;‘;”Egg}';;t
unico quadro | inibicdo de TCID50-CPE i.ce 50% de ’
de leitura protecao contra o
aberto desafio de
DENV2
EDIII/ DENV2
Taxas de
Plasmideo sobrevivéncia de
codifica o 45% e morbidade
pE2D2 pc(lil)l\l;ll;% peptideo de | Ensaio PRNT 50 negativo de 65% em Aazle\(/2e(c)j101<)-:'t
sinal t-PA e camundongos ’
EDIII contra desafio i.c
com DENV2
Csé?ffg"é%"m ELISA positivo: titulos de
scDEC-EDII | PEPNAS (IM] ¢ sionado a I9G anti-EDII| Nao realizado | 22neti et al.
+ EP) ScFv IFN-y positivo ( ELISPOT: (2019)
aDEC205 especifico para DENV2)
E/ DENV2
Plasmideo Producao de IgG o - ;
codifica 94% | anti-DENV nao detectada 20% de protegao | - Jimenez e
pCID2Et pCl (IM) ~ em camundongos| Fonseca
do gene E de | Producgéo de IFN-y e IL-4 contra i.c (2000)
DENV2 ndo detectada '
Taxas de
. o Azevedo et
Plasmideo | ¢ aio PRNT 50 positivo | SCPTevIvencia de | ., “on11),
codifica o . 90-100% e 10%
pE1D2 pcDNA3 peptideo sinal Respostas positivas de de morbidade em Azevedo et
(M) +-PA e 80% da IFN-y e TNF-a (ELISPOT camundongos al. (2013);
E especifico para DENV2) contra desafio i.c Pinto et al.,
com DENV2 2019)

NADb: anticorpo neutralizante, PRNT: ensaio de soroneutralizagéo por plaque. Fonte: ALVES et al., 2021.

Ramanathan e colaboradores (2009) também investiram em uma vacina de

DNA tetravalente baseada no EDIIl, a PDV-U-DIIl, contendo somente um Uunico

quadro de leitura aberto que codifica sequéncias consenso sintéticas do dominio Ill de

DENV1-4 otimizadas para expressao em células humanas, clonadas no vetor pVAX1.
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A formulacédo foi inoculada em camundongos BALB/c por eletroporagcdo. O grupo
observou a producdo significativa de anticorpos neutralizantes contra todos os
sorotipos, no entanto experimentos de protecdo in vivo nao foram realizados
(RAMANATHAN et al., 2009).

Kulkarni e colaboradores (2017) também projetaram a vacina tetravalente,
denominada EDIII DNA, contendo um unico quadro de leitura aberto que codifica o
dominio Ill da proteina E de DENV 1-4. A inoculagdo dessa vacina pela via
intramuscular (IM) em camundongos BALB/c induziu e respostas de anticorpos
neutralizantes contra todos os sorotipos, bem como protecdo contra DENV 1-4
inoculados por desafios intracerebrais (IC), com protegao de 83% para DENV1, 3 e 4
e 50% para DENV2 (KULKARNI et al., 2017).

Ja Poggianella et al. (2015) construiram a vacina de DNA DIII-CH3
tetravalente, que compreende o dominio Illl da proteina do envelope, clonado
plasmideo pVAX, onde sequéncias de DENV1-4 foram otimizadas para expressao em
células de mamiferos e fusionadas ao dominio constante 3 da cadeia pesada de IgG
humana (yCH3). Contudo, a formulagado tetravalente, que foi administrada em
camundongos BALB/c pela via intradérmica (ID), resultou em uma indugao
desequilibrada de anticorpos neutralizantes (POGGIANELLA et al., 2015).

Zaneti e colaboradores (2019) também desenharam uma vacina de DNA, a
scDEC-EDIIIl, baseada no plasmideo de expressdo pcDNAS3, onde foi clonada a
sequéncia do dominio Il de DENV2 associada a sequéncia de anticorpo Fv de cadeia
simples (scFv), especifico para o receptor de células dendriticas DEC205. A
imunizacao de camundongos BALB/c, via eletroporag¢ao, gerou uma resposta humoral
robusta, com produgao de anticorpos neutralizantes e resposta celular, com ativagao
de células T (ZANETI et al., 2019). Contudo, os experimentos de avaliacdo de
protecao nao foram realizados.

Outros autores voltaram sua pesquisa para abordagens utilizando a proteina E
completa. Jamenez e Fonseca (2000) construiram um plasmideo baseado no pCl
que codifica a proteina E de DENV2 (94% do gene E). A vacina, denominada
pCID2Et, quando administrada em camundongos BALB/c pela via intramuscular, ndo
foi capaz de induzir respostas imunes humorais e celulares detectaveis nesse modelo

animal. Além disso, foram observados apenas 20% de protecédo contra o desafio
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intracerebral. Esses achados sugerem a necessidade de um peptideo sinal eficiente
para secretar a proteina E recombinante, devido a auséncia da proteina prM
(JIMENEZ; FONSECA, 2000).

Nos ultimos anos, o grupo do Laboratério de Biotecnologia e Fisiologia de
Infecgbes Virais (LABIFIV), do Instituto Oswaldo Cruz (IOC - Fiocruz), tem trabalhado
na construcdo de vacinas de DNA contra o virus da dengue. Dentre essas,
destaca-se a vacina pE1D2 que possui a sequéncia que codifica o ectodominio (EDI,
Il e Ill) da proteina E de DENV2, correspondendo a 80% da proteina E, fusionada ao
peptideo sinal do ativador do plasminogénio tecidual humano (t-PA) (AZEVEDO et al.,
2011). Essa sequéncia foi clonada no vetor pcDNA3 para que a proteina
recombinante pudesse ser secretada. Esta vacina de DNA mostrou-se capaz de
gerar protegcédo contra o desafio intracerebral (IC) letal com DENV2 em camundongos
BALB/c, com taxas de sobrevivéncia de 90-100% e 10% de morbidade. Além disso, o
plasmideo pE1D2, inoculado via intramuscular (IM), foi capaz de induzir nestes
camundongos tanto uma resposta imune humoral, com producdo de anticorpos
neutralizantes, quanto a ativacao de células T especificas e com producao de IFN-y e
TNF-a (AZEVEDO et al., 2011, PINTO et al., 2019).

Esse mesmo grupo ainda construiu uma vacina de DNA pE2D2 baseada
apenas no dominio Il da proteina E de DENV2 fundido a sequéncia sinal t-PA,
utilizando o pcDNA3 também como plasmideo de expressdo. No entanto, essa
estratégia se mostrou menos eficiente em relacédo a pE1D2, uma vez que induziu
baixos niveis de anticorpos neutralizantes, bem como proteg¢ao parcial apos desafio
viral em camundongos, com 45% de taxa de sobrevivéncia e 65% de morbidade
(AZEVEDO et al., 2013).

2.2.1.2.2 Vacinas de DNA baseadas em prM-E

Ainda, cabe aqui abordar estratégias de vacinas de DNA baseadas na proteina
E combinadas a outros antigenos. De fato, ha uma maior pluralidade de estudos
cientificos e ensaios pré-clinicos e clinicos envolvendo a proteina prM em conjunto

com a E (ALVES et al., 2021). Isso se deve, principalmente, ao papel da proteina
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pré-membrana ao atuar evitando o enovelamento incorreto da proteina do envelope
durante a maturacgao viral (MODIS et al., 2003).

Muitos autores observaram que vacinas baseadas em prM-E sao capazes de
gerar resposta imune humoral, com produgcdo de anticorpos neutralizantes, e a
resposta celular em modelos animais, tanto em formulagdes monovalentes quanto
tetravalentes. Em camundongos, tais resultados puderam ser vistos pelas vacinas
p1012D2ME + pUC 19; pD2MEL; pcD1ME, pcD2ME, pcD3ME e pcD4ME; e TetraME
(JIMENEZ; FONSECA, 2000; RAVIPRAKASH et al., 2001; ZANETI et al., 2019).
Destes estudos, Zaneti e colaboradores (2019) puderam avaliar niveis de protecao
nos animais imunizados, com taxas de 100%, como demonstrado no quadro 3
(ZANET!I et al., 2019).

Quadro 4 - Vacinas de DNA candidatas contra a dengue com base em prM-E.

Plasmideo Modelo
Vacina / Via de Estratégia animal Resposta Imune | Protecdo | Referéncia
inoculagao
prM + E/ DENV2
Producéo de
Plasmideo que anticorpos anti
g DENV 2
Cog'sz,fa dz”\E" © PRNT50 positivo
D2MEL pVR1012 + fundoidos 5 | camundonao Respostas de Nao Raviprakash
P vRi701 | RS 9 anticorpos realizado | et al. (2001)
plasmideo GM mal\?arsi?]acom
CSF (VR1701) prM/E/LAMP-DNA
+ grupo VR1701
prM + E/ DENV1
Producéo de
L. anticorpos IgM e
. 44 voluntérios
DIME100 | \/Rqg12/ [Plasmideo que| = iaveis lgG contra Nzo Beckett et al
(Ensaio IM codifica prM & soronegativos DENV1 realizado (2011)
Clinico) 92% de E 3 der? e PRNTS0 positivo
9 IFN-y positivo
(ELISPOT)
prM + E/ DENV1-4
Producgéo de I1gGs
contra DENV1-4
pcD1ME, . e .
Plasmideo que PRNT70 positivo: ~ Jimenez e
pc;CI%zICIAIE ’e pchl':l/IA3 / codifica prM e BALB/c formulagoes rear\lliig do Fonseca
P DAME E de DENV1-4 monovalentes e (2000)
P tetravalentes
contra DENV1-4
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Plasmideo que
codifica PRNT50 positivo: [ Auséncia ou
DENV1,3e4 anticorpos niveis mais
prM e 92% de neutralizantes baixos de
TVDV VAX pVR1012/ | E + plasmideo Macacos contra DENV1-4 | viremia em | Porter et al.
IM que codifica rhesus Resposta IFN-y macacos (2012)
DENV2 prM e positiva (ELISPOT |apos desafio
92% de E especifico para SC com
fundido a DENV1 e DENV2 DENV2
LAMP-1
Plasmideo que
codifica prM
TVDV VAX d49 eDgEZI\:/\/L,GSEe 40 voluntarios | ELISA negativo
(0] ’
Tetravalente| pVR1012/ | + plasmideo aduI’tos. ou titulos de_ Nao Danko et al
. o saudaveis anticorpos muito .
(Ensaio IM que codifica . . realizado (2018)
Clinico) orM e 92% de soronegativos baixos
E de DENV?2 adengue [PRNT50 negativo
fundido a
LAMP-1
100% de
Produgéo de IgGs | protegao em
contra DENV1-4 | camundong
Plasmideo que PRNTA50 positivo: | os contra o
pVAX/IM + o Nab contra desafio IC | Zaneti et al.
TetraME Ep cod|f|cE prM e BALB/c DENV1-4 com DENV (2019)
Respostas 1-4 130
positivas de IFN-y | semanas
e IL-2 (ELISPOT) apos a
imunizagao

Nab: anticorpo neutralizante, PRNT: ensaio de soroneutralizagao por plaque. Fonte: ALVES et al., 2021.

Os estudos de Porter e colaboradores (2012) levaram ao desenvolvimento da

vacina tetravalente TVDV VAX, em que se observou a indugédo de resposta imune

bem como protegcdo em modelos de primatas ndo humanos, como macacos Rhesus.

Os desfechos desse trabalho mostraram resultados satisfatérios, com producgao de

anticorpos neutralizantes contra os quatro sorotipos da dengue, respostas de células

T especificas para os sorotipos de DENV1 e DENV2, além de prote¢ao por auséncia

ou niveis baixos de viremia em desafios subcutaneos provocados por DENV2
(PORTER et al., 2012).

Os estudos da TVDV VAX progrediram para ensaios clinicos. Atualmente,

trata-se da vacina de DNA contra a dengue que se encontra em estagios mais

avancados. Essa vacina de DNA, produzida pelo Naval Medical Research Center

(NMRC), codifica as proteinas prM e E dos quatro sorotipos do DENV expressas sob

o controle do promotor do citomegalovirus humano do vetor de plasmideo VR1012,
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(PORTER, et al., 2012). A formulagédo tetravalente dessa vacina foi testada em
ensaios clinicos de fase 1 em individuos soronegativos sob administracdo de trés
doses. Os resultados mostraram baixa producdo de anticorpos neutralizantes e
estudos que pudessem avaliar a protecédo desses individuos n&o foram realizados. No
entanto, as anadlises revelaram a ativagdo de respostas celulares em 80% dos
voluntarios (DANKO et al., 2018).

Uma outra estratégia vacinal desenvolvida por Beckett e colaboradores (2011)
e baseada em prM e E de DENV1, denominada D1ME100, foi avaliada em ensaios
clinicos com voluntarios sadios e soronegativos. A protegdo nao foi avaliada, mas a
eficacia em produzir resposta imune, tanto humoral quanto celular, pode ser vista pela

geracao de IgM e IgG contra o sorotipo e respostas de IFN-y (BECKETT et al., 2011).

2.2.1.2.3 Vacinas de DNA baseadas na proteina E e outros antigenos

Ha ainda alguns trabalhos que combinam a proteina E com proteinas nao
estruturais, como NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5, mas, principalmente, com a
proteina NS1. No trabalho de Lu e colaboradores (2003) foram construidas vacinas de
DNA com base na associagdo dos antigenos prM, E e NS1, e testados em
camundongos BALB/c, com diferentes plasmideos. A vacina pCAG-D1/E/NS1, que
codifica prM-E-NS1 de DENV1 e a vacina pCAG-DV1-GM, que codifica prM-E-NS1
com o adjuvante GM-CSF induziram respostas de anticorpos IgG de longo tempo e
celulares especificas, bem como 100% de protegdo contra desafio viral. O mesmo
grupo dedicou-se a outras vacinas, baseadas em DENV2: a pCAG-prM/E, contendo
prM e E, a pCAG-prM/E/NS1, contendo prM, E e NS1, e a pCAG-DG, contendo prM,
E e NS1 fusionadas a GM-CSF, que geraram protecdo parcial de 30%, 40% e
60%,em camundongos apos desafio com DENV2 (LU et al., 2013). Nesse trabalho, a
maior producdo de anticorpos neutralizantes, ndo correlacionou com maior protegao,

indicando a participacao da resposta imune celular.

2.2.1.2.4 Vacinas de DNA baseadas na proteina E e oulras técnicas vacinais

Outras abordagens vém sendo investigadas através da combinagao de vacinas

de DNA baseadas na proteina E com outras técnicas vacinais, como é o caso da
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estratégia de Azevedo e colaboradores (2013), em que o DNA plasmidial denominado
pE1D2, que codifica o ectodominio da proteina do envelope de DENV2, foi combinado
a uma vacina viva atenuada, a YF17D-D2, que é um virus quimérico baseado na
vacina da febre amarela, com a substituicdo dos genes prM e E de DENV2. Essa
combinagdo induziu respostas imunes celulares e humorais robustas, além de
protecdo contra desafios virais em camundongos imunocompetentes. Na verdade, foi
observado que a combinagao dessas duas metodologias teve um efeito sinérgico na
resposta de anticorpos, levando a um aumento nos niveis de anticorpos
neutralizantes, quando comparado com a inoculagdo das duas vacinas isoladamente
(AZEVEDO et al., 2013).

2.2.2 Estudo experimental: Avaliacao de uma vacina de DNA tetravalente contra

a dengue baseada na proteina E

No presente estudo, também foram realizadas analises preliminares de vacinas
de DNA contendo o ectodominio da proteina E dos quatro sorotipos do virus da
dengue, que foram construidas anteriormente no LABIFIV (AZEVEDO et al., 2011;
2013).

2.2.2.1 Andlise da integridade e pureza dos DNAs plasmidiais pE1D1, pE1D2, pE1D3
e pE1D4

Como ja citado anteriormente, os plasmideos pE1D1, pE1D3 e pE1D4 foram
extraidos por lise alcalina e purificados através de colunas de troca idnica. O
sequenciamento dos genes clonados nesses plasmideos confirmou o quadro aberto
de leitura compreendendo o peptideo sinal t-PA e as sequéncias que codificam as
proteinas E dos diferentes sorotipos de dengue.

ApoOs este processo, a integridade e pureza dos DNAs foram analisadas por
meio de digestdo com as enzimas de restricdo EcoR V e Xba |, que flanqueiam os
genes que codificam as proteinas E recombinantes. Sendo assim, os DNAs foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose e comparados ao controle pcTPA,

digerido com as mesmas enzimas de restricdo. Vale salientar que, ainda que o grupo
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do laboratdrio possua resultados pertinentes quanto a integridade do pE1D2, este

também foi digerido para visualizagdo concomitante dos 4 DNAs plasmidiais.

Conforme esperado, a digestdo dos plasmideos recombinantes com as
enzimas de restricdo liberou os fragmentos de peso molecular de 1,2 Kb,
correspondente ao peso esperado para a sequéncia que codifica o ectodominio da
proteina E. A digestdo do pcTPA linearizou o plasmideo e produziu somente uma
banda de peso molecular de 5,4 Kb, conforme esperado, como mostra a figura 8.
Portanto, ap6s a analise do gel e do sequenciamento, foi possivel concluir que os

DNAs plasmidiais encontravam-se integros e com o fragmento correto.

Figura 8 - Eletroforese em gel de agarose da digestdo dos plasmideos pE1D1, pE1D2, pE1D3 e pE1D4
com as enzimas de restricdo EcoR V e Xba I.

pcTPA  pEID1  pEID2  pEID3  pEID4
Kb PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Legenda: PM: peso molecular 1Kb DNA (Promega); Linha 1: pcTPA nao digerido; Linha 2: pcTPA
digerido; Linha 3: pE1D1 ndo digerido; Linha 4: pE1D1 digerido; Linha 5: pE1D2 nao digerido; Linha 6:
pE1D2 digerido; Linha 7: pE1D3 ndo digerido; Linha 8: pE1D3 digerido; Linha 9: pE1D4 nao digerido;
Linha 10: pE1D4 digerido. A seta indica os fragmentos de 1,2 kb, que correspondem aos insertos
clonados.

2.2.2.2 Anadlise da expressao in vitro da proteina E dos quatro sorotipos de dengue
em células BHK-21 transfectadas com as vacinas de DNA pE1D1, pE1D2, pE1D3 e
pE1D4

A expressao in vitro das proteinas recombinantes foi analisada em células
BHK-21 transfectadas com as vacinas de DNA pE1D1, pE1D3 e pE1D4, bem como
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com o plasmideo controle pcTPA. As células transfectadas foram incubadas com
anticorpos especificos anti-E seguido de incubagdo com anticorpo secundario
conjugado a FITC, permitindo a visualizacdo dos resultados em microscépio de

fluorescéncia (Figura 9).

Figura 9 - Expresséo in vitro das proteinas E recombinantes em células BHK-21 transfectadas com as
vacinas de DNA pE1D1, pE1D2, pE1D3 e pE1D4.
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Legenda: Células BHK-21 foram transfectadas com os plasmideos pE1D1 (B, F), pE1D2 (D, H), pE1D3
(J, N), pE1D4 (L, P) ou com controle negativo pcTPA (A, E, C, G, I, M, K, O), utilizando Lipofectamina
2000. As proteinas recombinantes foram detectadas com anticorpos primarios policlonais de macaco
anti-E de DENV1 (E, F), DENV2 (G, H), DENV3 (M, N) ou DENV4 (O, P) e anticorpo secundario
anti-lgG humano conjugado a FITC. Contraste de fase (A-D; I-L); Fluorescéncia das células incubadas
com anticorpos anti-E (E-H; M-P). Aumento de 40x.

Os resultados revelaram a expressao das proteinas do envelope dos 4
sorotipos virais: DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4 nas células BHK-21 transfectadas
com as vacinas pE1D1, pE1D2, pE1D3 e pE1D4, respectivamente (Figura 9F, H, N,
P). Conforme esperado, ndo foi detectada marcagdo positiva nas células
transfectadas com o controle pcTPA, utilizando estes mesmos anticorpos (Figura 9E,
G, M, O). Estes dados confirmam a capacidade das quatro vacinas de DNA mediarem

a expressao das proteinas recombinantes em células de mamiferos.
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2.3 DISCUSSAO

A dengue é um problema de saude publica mundial, principalmente nos paises
tropicais e subtropicais (BARRETO; TEIXEIRA, 2008). As estratégias de prevencgao e
controle da incidéncia da doenga incluem a contengdo da proliferacdo do principal
vetor transmissor do virus da dengue, o Aedes aegypti, e o desenvolvimento de
vacinas. Esse segundo fator €& considerado o mais eficaz a curto prazo e,
consequentemente, primordial para casos emergenciais, como o0 controle de
epidemias (MARTINEZ-VEGA et al., 2017).

Uma vacina ideal contra a dengue precisa induzir ambos os bragos do sistema
imunoldgico: a resposta humoral, com producdo de anticorpos neutralizantes e a
resposta de células T contra os 4 sorotipos, concomitantemente e de forma
equilibrada, com producdo de memoéria de longo prazo (GUBLER; HALSTEAD,
2019). Isso porque, respostas desequilibradas tendem a favorecer um maior risco de
casos graves da doenga quando ha uma infecgdo secundaria (SCHWARTZ et al.,
2015).

Nessa perspectiva, existem diversos estudos sobre vacinas contra a dengue
em ensaios preé-clinicos e clinicos, principalmente, baseados em virus vivo atenuado,
virus inativado purificado, subunidade recombinante e vacinas de DNA (PEREIRA et
al., 2015; TORRESI et al., 2017). Como ja mencionado, a unica vacina licenciada para
o controle da doencga, a Dengvaxia, baseada em virus atenuado, n&o se trata de uma
estratégia de prevencgao universal, devido a impossibilidade de ser administrada em
individuos soronegativos, ja que estes possuem maiores risco de manifestar formas
graves da doencga quando infectados posteriormente a vacinagdo (SABCHAREON et
al., 2012).

Sendo assim, cada vez mais esforcos tém sido feitos por parte da comunidade
cientifica para a promocao de pesquisas que resultem na elaboragcao de uma vacina
tetravalente segura e eficaz. Dentre as diferentes estratégias vacinais em
desenvolvimento atualmente, as vacinas génicas tém mostrado resultados
promissores em ensaios pre-clinicos e clinicos, promovendo inducdo de respostas
duradouras de células T em grande parte em modelos murinos, bem como ativagao

de anticorpos neutralizantes. Além disso, essa abordagem vacinal possibilita maior
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facilidade em balancear a resposta imune contra os 4 sorotipos virais, do que as
vacinas vivas atenuadas, que também induzem os dois bragos da resposta imune
(ALVES et al., 2020).

Os primeiros estudos de vacinas de DNA e RNA compreendendo experimentos
com modelos animais tiveram inicio na década de 1990 (PASCOLO, 2006). Nos
ultimos anos, as vacinas baseadas em RNA ganharam grande destaque apds a
revolucao cientifica impulsionada pela urgente demanda por estudos de vacinas,
como consequéncia da pandemia da COVID-19 (CAMPOS et al., 2020), visto que,
pela primeira vez, vacinas de RNA foram aprovadas para uso humano (PACHECO et
al., 2020).

Em relagdo a dengue, muitos estudos vém sendo desenvolvidos.
Recentemente, grupos se debrugcaram em pesquisas envolvendo o uso de RNA para
a construgao de uma formulagdo vacinal contra a dengue e obtiveram resultados
prosperos quanto a protecdo e respostas imunes celulares e de anticorpos contra
sorotipos isolados (RICHNER et al., 2017; ROTH et al., 2019; WOLLNER; RICHNER,
2021). No entanto, sdo necessarios mais estudos que envolvam estratégias
tetravalentes e que garantam eficacia contra os quatro sorotipos de DENV de forma a
evitar a indugao de quadros graves da doenca.

Ja em relagao as vacinas baseadas em DNA, foi possivel observar que existem
mais estudos cientificos em desenvolvimento, com vacinas ja em ensaios clinicos,
devido a facilidade de manipulagéo, baixo custo, e a dificuldade inicial em utilizar a
molécula de RNA como vacina devido a sua instabilidade (WILLIAMS, 2014). Sendo
assim, estdo disponiveis vacinas de DNA contra a dengue baseadas tanto em
proteinas estruturais, quanto nao estruturais. As proteinas nao estruturais, como NS1,
NS3, NS4B e NS5, sdo capazes de induzir resposta imune celular e escapam do risco
de levar ao mecanismo de ADE (RIVINO et al., 2013). Entretanto, a maioria das
vacinas de DNA contra a dengue codifica proteinas estruturais, como a proteina do
envelope, a qual medeia a interacdo do virus com a célula hospedeira, e que é capaz
de induzir a producao de anticorpos neutralizantes (ALVES et al., 2021; TOTTEY et
al., 2018).

Algumas vacinas em progresso baseiam-se apenas na proteina E ou em um de

seus dominios, principalmente, o dominio Ill, por ser responsavel por interagir com
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receptores de células hospedeiras (DIAMOND, 2003; MOTA et al., 2005). Outras
abordagens compreendem a combinacdao prM/E, uma vez que a proteina pré
membrana é importante para propiciar a melhor conformacéo da proteina E durante a
maturagao viral (LINDENBACH, 2007; MODIS et al., 2003; PORTER et al., 2012).

Muitos autores que avaliaram vacinas de DNA contendo o antigeno EDIII, em
formulacdes tetravalentes ou nao, observaram a indugao respostas de anticorpos
neutralizantes robustas (KULKARNI et al., 2017; MOTA et al., 2005; POGGIANELLA
et al., 2015; RAMANATHAN et al., 2009). Vacinas de DNA desenvolvidas por
Ramanathan e colaboradores (2009), e Zaneti e colaboradores (2019) foram capazes
de induzir, além de anticorpos neutralizantes e respostas de células T. Da mesma
forma, vacinas baseadas no dominio Ill foram capazes de gerar protegdo contra
desafios virais, em modelos murinos, como observado por Mota e colaboradores
(2005), bem como por Kulkarni e parceiros (2017).

Outros evidenciaram a eficacia de vacinas de DNA baseadas apenas na
proteina E, quando produzida de forma a ser secretada pela célula alvo (AZEVEDO et
al., 2011; JIMENEZ; FONSECA, 2000). Entretanto, os estudos mais avangados sobre
vacinas de DNA baseadas no antigeno E compreendem vacinas que combinam prM e
E, em que foi observada a inducdo de resposta imune humoral e celular em
camundongos (JIMENEZ; FONSECA, 2000; RAVIPRAKASH et al., 2001; ZANETI et
al., 2019), em macacos (PORTER et al., 2012) e em humanos (BECKETT et al., 2011;
DANKO et al., 2018).

As avaliagbes clinicas de uma vacina tetravalente contendo prM/E, a TVTD,
despertaram interesse por parte da comunidade cientifica (PORTER, et al., 2012). A
formulacao tetravalente dessa vacina em ensaios clinicos de fase 1 mostraram
inicialmente baixa producédo de anticorpos. No entanto, a vacina foi capaz de ativar
respostas celulares em 80% dos voluntarios (DANKO et al., 2018). Esses dados
confirmam a necessidade de maiores esforgcos para melhoria da resposta imune
humoral.

Ainda, uma estratégia que pode otimizar a resposta imune das vacinas de DNA
baseadas na proteina E € combina-la com outras abordagens e técnicas vacinais.
Como observado por Azevedo et al. (2013), a combinagédo da vacina de DNA com

base na proteina do envelope viral (pE1D2), com uma vacina viva quimérica contendo
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prM/E gerou um efeito sinérgico, aumentando a resposta de anticorpos (AZEVEDO et
al., 2013).

No presente trabalho, além da revisao bibliografica realizada que evidenciou a
necessidade de mais estudos sobre vacinas génicas, foram realizadas analises
preliminares de uma formulagéo tetravalente contra a dengue composta por vacinas
de DNA baseadas nas proteinas E de DENV 1, 2, 3 e 4, em busca de uma estratégia
vacinal eficaz e protetora contra os quatro sorotipos virais. O investimento nessa
formulacéao tetravalente se deve a vacina monovalente, pE1D2, ter se mostrado eficaz
na indugédo da resposta imune humoral e celular, assim como capaz de induzir altos
niveis de protegao em modelo murino (AZEVEDO et al., 2011).

Foram utilizadas, entéo, as vacinas de DNA pE1D1, pE1D3 e pE1D4 contendo
sequéncias que codificam a proteina E dos sorotipos 1, 3 e 4 do virus da dengue,
respectivamente. Os plasmideos utilizados apresentaram-se integros e puros apos a
avaliacdo por digestdo com enzimas de restricdo e eletroforese, bem como por
sequenciamento. Além disso, a analise da expresséo das proteinas recombinantes do
envelope viral em culturas de células de rim de hamster neonato, BHK-21,
transfectadas com os plasmideos pE1D1, pE1D3 e pE1D4 mostrou que eles foram
capazes de mediar corretamente a expressao das proteinas E de DENV1, 3 e 4,
respectivamente.

O préximo passo deste estudo é avaliar essas vacinas quanto ao seu potencial
imunogénico e protetor. Para iniciar essas analises, camundongos BALB/c foram
imunizados com os quatro plasmideos recombinantes para a aquisicdo do soro imune
que serao utilizados em experimentos que busquem avaliar a resposta imune humoral
gerada com estas vacinas de DNA, como padronizacdo dos ensaios de
soroneutralizacdo para sorotipos de DENV 1, DENV3 e DENV4 por redugcao de
plaque em monocamadas celulares (PRNT,), titulacao de anticorpos neutralizantes,
bem como avaliagdo desses anticorpos gerados com uma formulagao tetravalente
com todos os plasmideos. No entanto, devido a pandemia da COVID-19, nao foi
possivel dar continuidade a tais experimentos praticos, tratando-se, portanto, de
perspectivas a serem alcancadas em trabalhos futuros.

A continuacdo dos estudos da vacina pE1D2, agora em uma formulacao

tetravalente, € muito importante no cenario das vacinas contra a dengue. A vacina
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pE1D2 foi capaz de induzir niveis significativos de anticorpos neutralizantes e uma
resposta imune celular robusta, com producdo de IFN-y e protecdo em modelo
murino. Além dos estudos com a vacina de DNA pE1D2 isoladamente, foi também
avaliada a combinacdo dessa vacina com um virus da febre amarela vacinal
quimérico, contendo os genes prM/E de DENV2 (YF17D-D2), que é semelhante a um
dos virus que compdem a vacina Dengvaxia. A imunizagdo com essas duas vacinas
levou a protegao total de camundongos BALB/c apés desafio com DENV2 (100% de
sobrevivéncia e 0% de morbidade), com um efeito sinérgico da resposta de anticorpos
neutralizantes. Por outro lado, a resposta de células T com producao de IFN-y foi
gerada predominantemente pela vacina de DNA, demonstrando a sua importancia na
inducao deste braco da resposta imune. Este estudo gerou uma patente com depdsito
em 11 paises e ja foi concedida em Cuba, China, Coldmbia e Peru. Essa combinacéo
de vacina de DNA e vacina viva quimérica pode ser uma alternativa para a melhoria

na eficacia da vacina licenciada para uso em humano, a Dengvaxia.
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3 CONSIDERAGOES FINAIS

A preocupacdo tanto por parte da comunidade cientifica quanto de
profissionais da saude que lidam diretamente com o enfrentamento da doenca no
mundo, reflete em uma procura incessante por estratégias vacinais preventivas. Além
disso, a ineficacia de protegao universal oriunda da unica vacina licenciada para a
dengue nos dias atuais, a Dengvaxia, devido ao risco de manifestacdes graves da
doencga por infecgcbes secundarias heterélogas em individuos vacinados, promove
cada vez mais o interesse no desenvolvimento de vacinas mais seguras e eficazes
que possam atender a maioria da populacao.

Os resultados aqui apresentados compilam estudos realizados nos ultimos
anos acerca de vacinas génicas contra a dengue baseadas na proteina do envelope
viral. Com base no conteudo avaliado, € possivel concluir que ha uma maior
predominancia de estudos aplicados as tecnologias de DNA, em detrimento as de
RNA. Dentre as diferentes vacinas de DNA baseadas na proteina E, atualmente
disponiveis em ensaios pré- clinicos e clinicos, 0 uso da associacado da proteina pré
membrana e proteina do envelope (prM/E) foi a estratégia que tem alcangado estudos
mais avangados, com ensaios clinicos em individuos soronegativos.

Além disso, nesse estudo foi iniciada a avaliacdo de uma vacina de DNA contra
a dengue baseada na proteina E, desenvolvida pelo laboratério LABIFIV. Os DNAs
plasmidiais utilizados (pE1D1, pE1D2, pE1D3 e pE1D4) encontraram-se integros e
puros e foram capazes de mediar corretamente a expressao das proteinas E
recombinantes em cultura de células de mamiferos. A inoculagao desses plasmideos
em camundongos desenvolvida no presente trabalho contribuira para avaliagdes de
segurancga e potencial imunogénico dessa abordagem em experimentos futuros.

Em suma, apesar de reconhecer os desafios, este trabalho reforca a
necessidade do avango de estudos, principalmente, os que envolvem tecnologias
génicas, que possam desenvolver uma vacina capaz de conferir protecao e eficacia
satisfatéria e duradoura contra os quatro sorotipos do virus da dengue. Ainda, sugere
que a estratégia desenvolvida pelo grupo pode se tornar uma candidata promissora

para futuros ensaios clinicos.
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