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RESUMO

O virus da dengue (DENV) é um arbovirus pertencente a familia Flaviviridae, género
Flavivirus, apresentando quatro sorotipos denominados DENV-1, DENV-2, DENV-3 e
DENV-4. No Brasil, a infecgdo pelo DENV-4 ressurgiu em 2010, ap6s 31 anos, expondo a
populacdo ao alto risco de desenvolvimento da dengue grave, devido a co-circulacdo dos
quatro sorotipos. Nesse contexto, os anticorpos monoclonais (AcM) apresentam-se como uma
ferramenta importante devido a sua potencial aplicagdo como ferramenta biotecnoldgica. O
objetivo deste trabalho foi a produgdo e caracterizacdo de AcM contra DENV-4. A
metodologia para a producdo de AcM foi desenvolvida por Koéhler e Milstein (1975).
Resumidamente, os animais de experimenta¢do foram hiperimunizados com antigeno viral
DENV-4, obtidos a partir da multiplicacdo do virus em células de cultura C6/36, e
subsequente concentracdo e precipitagio com polietilenoglicol 8000. A triagem dos
sobrenadantes dos hibridomas para reatividade ao DENV-4 foi realizada pelo Ensaio
Imunoenzimatico (ELISA), e a caracterizacdo dos AcM foi realizada pelas técnicas de
ELISA, Dot-Blot, Imunofluorescéncia Indireta (IFI), Western-Blot. Um total de dez
hibridomas foram obtidos e os AcM produzidos foram denominados A2, B1, B4, C11, D2,
E4, F10, F12, H1, H12. Os AcM apresentaram diferentes perfis de reatividade frente aos
diversos testes de deteccdo antigénica, demonstrando um reconhecimento direcionado
principalmente para prM. Em concluséo, este estudo mostra o potencial de utilizagdo dos
AcM produzidos como insumo biotecnoldgico; sejam em estudos a respeito do virus e sua

patogénese, sejam em uma possivel aplicacdo como ferramenta imunodiagndstica.

Palavras-chave: Virus Dengue, DENV-4, Hibridomas, Anticorpos Monoclonais, prM.
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ABSTRACT

Dengue virus (DV) is an arbovirus belonging to family Flaviviridae, genus Flavivirus,
with four serotypes named DENV-1, DENV-2, DENV-3 and DENV-4. In Brazil, the
infection by DENV-4 reemerged in 2010 after 31 years, exposing the population at high risk
for developing severe diseases because of the co-circulation of the four serotypes. The
monoclonal antibodies (AcM) are important tools due to its potential application in
biotechnology. The aim of this work was to produce and to characterize of AcM against
DENV-4. The methodology to produce AcM was developed by Kéhler and Milstein (1975).
Briefly, experimental animals were hyperimmunized with DENV-4 viral antigen obtained to
virus multiplication in C6/36 culture cells and subsequent concentration and precipitation
with polyethylene glycol 8000. ELISA test was performed to screen hybridoma supernatants
for reactivity to DENV-4, and the characterization of AcM was performed by ELISA, Indirect
Immunofluorescence (IFI), Dot-Blot and Western-Blot techniques. A total of ten hybridomas
were obtained producing AcM named A2, B1, B4, C11, D2, E4, F10, F12, H1 and H12. AcM
showed different reactivity profiles in the tests, showing a dominant recognition to prM. In
conclusion, this study shows the potential use of AcM produced as biotechnology tool; to

study the virus and its pathogenesis, or a possible application in immunodiagnostic assays.

Keywords: Dengue Virus, DENV-4, Hybridomas, Monoclonal Antibodies, prM



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Distribuicéo do risco global de dengue em 2012...........cccooeiiiiiiniieieienc e 17
Figura 2. Casos provaveis e internacdes por dengue/ Febre Hemorragica da Dengue no Brasil
no periodo entre 1986 a Junho de 2013.........ccoooe e 16
Figura 3. Representacao estrutural da particula do DENV.........cccccovvviieiiieiiene e 18
Figura 4. Rearranjo estrutural das proteinas de superficie no processo de maturagédo
1YL RSO R SO P PRSI 19
Figura 5. Processo de traduco e processamento da poliproteina viral.............cccoceveriinnnns 20
Figura 6. Estrutura dimérica da proteina E e Seus dominios...........cccceveireinienennieneneneene. 22
Figura 7. Ciclo de replicacdo do DENV no interior da célula hospedeira...........cccoceovruennnnee. 26

Figura 8. Mecanismos de intensificacdo da infeccdo viral dependente de anticorpos

Figura 9. Producdo de anticorpos monoclonais através da técnica de
NIDFIAOMAS. ...ttt bbbt et bbb e beeneeneeneas 33

Figura 10. Figura esquematica das vias de biossintese metabdlica dos nucleotideos, e
bloqueio da via “de novo ™ pela amiNOPLEriNG.........c.cvciiiiieieie e, 34

Figura 11. Desenho experimental do processo de producdo e caracterizacdo dos

ATV e h e Rt h e bt e R e et enhe e e beeanreeree 41
Figura 12. Efeito citopatico em células C6/36 infectadas com 0 DENV-4.............ccoccovevnene. 52
Figura 13. Desenvolvimento dos hibridomas............cccoiiiiiiiiiiieie e 53
Figura 14. Titulacdo dos AcM frente ao ensaio no modelo ELISA Indireto............ccccoveunnen. 54
Figura 15. Ensaio Dot-Blot realizado para 10 ACM.........cccccoveiiiiieie e, 55
Figura  16. Ensaio  de imunofluorescéncia Indireta  utilizando  células
OGPPSR 56
FIQUIA 17. SDS-PAGE........cot ettt ae et e te s e sseeaeeneesreenneens 58
Figura 18. WESTERN-BLOT........ciiiiiiiieieeie ettt e et snaesse e sneennaeneeas 59

Figura 19 Aplicacdo dos AcM. Ensaio de imunofluorescéncia Indireta utilizando células



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AcM - Anticorpos Monoclonais

ADE- Intensificacdo da infecgdo viral dependente de anticorpo
CRYO-EM - microscopia crio-eletronica

CTLs - Linfocitos T Citotoxicos

D.O - Densidade otica

DAB - Diaminobenzidina

DC-SIGN - Dendritic-cell-specific

DENV- Virus da Dengue

EDTA- Acido Etilenodiaminotetracético

ELISA- “Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”- Ensaio de imunoadsor¢do enzimatica
FD - Febre da Dengue

FHD/SCD - (Febre hemorragica da Dengue / Sindrome do Choque da Dengue)
FITC - Isotiocianato de Fluoresceina

HAT- Hipoxantina, Aminopterina e Timidina

HLA - “humam leukocyte antigen”- Antigeno Leucocitario Humano
ICAM3- Molécula de adesao ““grabbing non-integrin”

IFI - Imunofluorescéncia Indireta

19G - Imunoglobulina G

IgM - Imunoglobulina M

IL-10- interleucina 10

JEV- encefalite japonesa

kDa - Kilodaltons

M - Molar

MEM-E - Meio Essencial Minimo-Eagle

MHC- Complexo de Histocompatibilidade Principal

mM - Milimolar

BRASIL- Ministério da Saude

NK- Células natural killer

nm- Nanémetros

NS - Proteina Nao Estrutural



PBS — Solugéo Salina tamponada com Fosfato

PEG- Polietilenoglicol

prM- proteina pré-membrana (prM)

PROTEINA E - Proteina do envelope viral (E)

PROTEINA M- Proteina de membrana (M)

RE- Reticulo Endoplasmatico

RNA- Acido Ribonucleico

RNA fs+ - Acido Ribonucleico de fita simples polaridade positiva
RPM- Rotagdes por minuto

RT-PCR- Reacdo da transcriptase reversa, seguida de reacdo em cadeia da polimerase
SDS- Dodecil Sulfato de Sédio

SDS-PAGE- Eletroforese em gel de Poliacrilamida contendo SDS
SFB- Soro fetal Bovino

SLEV- Virus da encefalite de Saint Louis

TBEV- virus da encefalite do carrapato

TLRs- “Toll-like receptors”- Receptores do tipo Toll

TMB -3, 3, 5,5-tetrametilbenzidina

TNF - fator de necrose tumoral

TRIS- Hidroxi-Metil-Aminocetano

URT - “untranslated regions” - regides ndo traduzidas

WHO- Organizacdo Mundial de Saude

WNYV -Virus do Oeste do Nilo

YFV- virus da febre amarela

pM - Micromolar



SUMARIO

1.0 INTRODUGAOD ..ottt sae sttt n st ss st s s an s ensanen 12
2.0 REVISAO DE LITERATURA ..ottt sessssss s s s s 14
2.1 EPIOCMIOIOGIA. ...ttt 14
2.2 O VIIUS A DENQUE. ......ceiiieciieiiecie ettt st st re e teete e be s aeebesreens eeras 18

2. 2.1 ESHULUIA VTl ...t sttt sre et e 19
2.2.2 Organizagao GENOMICA ........cceieiiieieieeiese et se et te et s re e besre e 21
2.2.3 Proteinas EStIULUAIS........ccverveieieieiisie ettt ereans 22
2.2.4 Proteinas NEO ESITULUIAIS ......c.coviiiiieiieiieieeeeee e 24

2.3 CiClO e TranSMISSAO. .....ccveiueeeieririiste ettt sttt sttt sttt st se bbbt sneenenreas 25

F O o] Lo AV TSRS 26
2.5 Sintomatol0ogia da DENQUE..........cviiiiieiee et ras 28
2.8 PALOGBNESE. ...tttk t ettt bbbttt n ettt e 28
2.6.1 A Intensificacdo da infeccéo viral dependente de anticorpo (ADE). .......cccccevvevenenne. 29
2.6.2 Reatividade cruzada de células T de memoria. .........ccccovevereieieiice s 31
2.6.3 Fatores de Virulencia do DENV. ... 31

2.7 Resposta IMUNE 80 DENWV ........ooii e s 31
2.8 Atecnologia da producdo de hibridomas..........ccoeieieiiniiiiniiniese e i 33
2.9 Anticorpos Monoclonais € DENQUE...........coeieieiiiie et es senes 36
B0 JUSTIFICATIVA .ttt sttt s bbb se et et e e neane e 40
A0 OBUIETIVOS ...ttt sttt e s e et e e s aa e e s be e e sabeeateeesteeesntaeesnreeans 41
5.0 MATERIAIS E METODOS ...ttt ettt ten sttt en s 42
B.0 RESULTADOS. ...ttt sttt ettt et s e bbbt st e e enennenns 53
7.0 DISCUSSAD.........ooiuiiiiiiieiie et 62
8.0 CONCLUSOES.......ocouiiiiiiiieis sttt 67
Q.0 REFERENCIAS ..ottt se e ses e ses st nes st s st naes st s aan s ensanen 68

10.0 ANEXOS ..o e 78




12

1.0 INTRODUCAO

A dengue é a arbovirose que mais atinge a humanidade, em especial nas regides
tropicais e subtropicais no qual é endémica. Estima-se que cerca de 50-100 milhdes de
infeccdes pelo virus ocorrem por ano e que mais da metade da populacdo mundial vive nas
regides afetadas (WHO, 2012; PITAKSAJJAKUL et al., 2014). Entretanto, até 0 momento
ndo existem vacinas ou terapias antivirais especificas disponiveis, o que faz das agdes
preventivas e do rapido diagnostico as principais ferramentas para a reducdo da mortalidade e
contencéo da doenca (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE (WHO), 2012).

Séo conhecidos circulantes entre 0s humanos, quatro sorotipos do virus, 0s DENV-1,
DENV-2, DENV-3 e DENV-4, que geram quadros clinicos idénticos (GUBLER, 1998). A
sintomatologia mais comum é o quadro febril classico da dengue (FD), podendo evoluir para
as formas graves, com extravasamento de plasma e hemorragias, podendo levar ao choque e
morte. As formas graves sdo a febre hemorragica da dengue (FHD) e a Sindrome do choque
da dengue (SCD) (GUBLER, 1998, MARTINA, 2011).

No Brasil, apés 31 anos sem ser identificado, resurgiu em 2010 o DENV-4,
apresentando rapida dispersdo na populacdo. Em pouco tempo, o DENV-4 tornou-se o
dominante, com o agravante que em algumas regides do pais passaram a circular os quatro
sorotipos. Desde entdo, houve um aumento do potencial epidemiolégico do virus, trazendo
grande preocupacdo a saude publica, em especial pelo aumento dos riscos do
desenvolvimento de casos graves da doenca, ja que os quadros FHD/SCD encontram-se
altamente relacionados a uma segunda infeccdo por sorotipos distintos (FIGUEIREDO et al.,
2008; SESAB, 2014; BRASIL, 2015).

H& muitas lacunas existentes no conhecimento sobre o virus da dengue e sua
patogénese, em especial no que se refere ao desenvolvimento dos casos graves da doenca.
Sabe-se que 0s casos graves sdo 40 vezes mais frequentes durante a infec¢do secundaria, que
na infeccdo primaria e que alguns fatores como: raca, idade e genética [a exemplo do HLA
(humam leukocyte antigen- Antigeno Leucocitario Humano), expressdo do fator de necrose
tumoral (TNF- a) e interleucina 10 (IL-10)] parecem estar associados ao seu desenvolvimento
(SILVA, etal., 2010; JULANDER et al., 2011).
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Tém sido formuladas trés principais hipoteses para explicar a patogénese da Dengue:
a intensificacdo da infeccdo viral dependente de anticorpo (ADE), resposta de células-T
exacerbada e os fatores de viruléncia do virus, no entanto todas ainda em fase de melhor
compreensdo (JULANDER et al., 2011; MARTINA, 2011).

Nesse contexto, a producdo de anticorpos monoclonais (AcM) mostra-se importante
para diversas finalidades, podendo contribuir no preenchimento das lacunas existentes a
respeito da relacdo virus-hospedeiro e patogénese da dengue, além de apresentar-se como uma
excelente ferramenta biotecnolégica com diversas aplicagbes imunoterdpicas e
imunodiagnosticas (ANTUNEZ et al., 2000). A tecnologia da producdo de anticorpos
monoclonais foi desenvolvida em 1975 pelos cientistas Kohler e Milstein, através da fusdo de
linfocitos B e células de mieloma, produzindo hibridomas produtores de AcM, representando
um marco no desenvolvimento técno-cientifico mundial (SANTOS et al.,2006; MORAES et
al., 2008). Tendo em vista o potencial de utilizacdo desses AcM e suas possiveis aplicacdes
no contexto da dengue, o objetivo desse estudo foi produzir e caracterizar anticorpos

monoclonais para 0 DENV-4.
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2.0 REVISAO DE LITERATURA
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A dengue é uma doenca de etiologia viral com rapida propagacao,
representando uma das principais preocupacfes de saude publica nas regides tropicais e
subtropicais no qual é endémica. Trata-se da mais comum arbovirose que atinge a
humanidade, transmitida principalmente pelas fémeas de mosquitos infectados do género
Aedes, em especial o Aedes aegypti, uma espécie sinantropica (NATAL, 2002;
FIGUEIREDO, 2012). Segundo a Organizacao Mundial de Saude, nos ultimos 50 anos, houve
um aumento de 30 vezes na taxa global da doenca. Estima-se que cerca de 50-100 milhdes de
infeccbes pelo virus ocorram por ano e que quase metade da populacdo mundial vive nas
regibes onde a dengue é endémica, como pode ser visualizado na Figura 1 (WHO, 2012,
PITAKSAJJAKUL et al., 2014). Até o momento, circulam no mundo quatro sorotipos do
virus, que sdo mantidos no meio ambiente através de ciclos silvestres e urbanos. O ciclo
silvestre ocorre pela circulagdo do virus em primatas ndo humanos e mosquitos silvestres,
enguanto que o ciclo endémico ocorre nos ambientes urbanos, no qual 0 mosquito adaptado
ao ambiente domiciliar, dissemina 0 DENV (VASCONCELOS et al., 1998; WEAVER 2009).

A propagacdo geografica dos vetores no final do século XX conduziu a uma
ressurgéncia global da dengue epidémica, com a emergéncia dos casos de FHD/ SCD e zonas
de hiperendemicidade em centros urbanos (GUBLER, 1998). Diversos fatores contribuiram
para as recorrentes epidemias de dengue, dos quais pode-se citar o rapido crescimento
demogréafico associado a urbanizacdo desordenada, a precaria infraestrutura das cidades, o
descarte inadequado dos residuos urbanos, a debilidade nos servigos publicos e a baixa
conscientizacdo da populacdo para o controle da proliferagdo do vetor (GUBLER, 1998;
BARRETO, et al. 2008).

Nas Américas, desde 1960 a dengue tem se apresentado continuamente na populacao,
sendo que nas ultimas décadas had uma tendéncia crescente da incidéncia, com mais de 30

paises notificando casos da doenca. A despeito dos numerosos programas de erradicacdo do
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mosquito vetor, os picos epidémicos tém sido cada vez maiores, em periodos que se repetem a

cada 3 a 5 anos, de maneira quase que regular (BRASIL, 2002 e 2011).
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Figura 1. Distribuicdo do risco global de dengue em 2012. [Adaptada. Fonte: World Health
Organization (WHO), 2012].

No Brasil, a primeira epidemia de dengue documentada data de 1981-1982, em Boa
Vista (RR), causada pelos sorotipos 1 e 4. Desde entdo, a dengue se tornou uma preocupacao
constante de salde publica no pais, apresentando picos epidémicos especialmente associados
a introducdo de novos sorotipos em areas anteriormente indenes e/ou alteracdo do sorotipo
predominante (BRASIL, 2002). No ano de 1990, o DENV-2 passou a ser o predominante na
populacdo, tendo sido inicialmente identificado no Rio de Janeiro, com posterior dispersao
para os demais estados Brasileiros. Nessa decada ocorreu um aumento significativo da
incidéncia da dengue como consequéncia da dispersdo do Aedes aegypti no territorio nacional,
associada a mobilidade da populacédo e expansdo urbana (NOGUEIRA et al., 1990; 2001).

A circulacdo do DENV-3 foi identificada pela primeira vez no Brasil em 2000, no Rio
de Janeiro, e em 2002 o virus j& havia se disseminado na populacdo. Nesse periodo, uma das
principais mudancas epidemioldgicas foi o crescimento significante da incidéncia da dengue
frente aos anos anteriores, com um grande aumento nas formas graves da doenca, justificado
principalmente pela introdugdo do DENV-3 em co-circulagdo com o DENV-1, DENV-2
(LOURENCO-DE-OLIVEIRA, et al., 2002; BRASIL, 2002). No entanto, esse cendrio ainda
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estava por piorar, e em 2008 o Brasil apresentou uma das maiores epidemias de dengue
registradas no pais até o periodo, tendo como sorotipo predominante 0 DENV-2, havendo um
crescimento dos casos graves e obitos. Nesse periodo houve um aumento no nimero de casos
e de hospitalizacbes em criangas, sendo evidente principalmente na regido nordeste do pais,
quadro que desde entdo vem se mostrando como uma tendéncia no panorama epidemiol6gico
da dengue (BRASIL, 2011).

Ap0s 31 anos sem ser identificado, resurge no pais em 2010 o DENV-4. O mesmo néo
era identificado em circulacdo no Brasil desde 1981, quando a Rede Nacional de Laboratorios
de Saude Publica, coordenada pelo Ministério da Saude, o identificou no estado de Roraima.
Ainda em 2010, o sorotipo viral foi identificado nos Estados do Amazonas, Pard, Piaui,
Ceara, Bahia, e Rio de Janeiro. (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2011;
NOGUEIRA et al., 2011; CAMPOS et al., 2015). Embora o0 DENV-4 ainda ndo tenha se
tornado predominante no mundo, nos lugares onde ressurgiu, houve uma rapida substituicdo
dos outros sorotipos, como no caso de ilhas no Pacifico, no Peru, na india, e atualmente no
Brasil (FORSHEY B. M et al., 2009; LI et al., 2010; CECILIA et al.; 2010 DASH et al.,
2011; CAMPOS et al., 2015).

O reaparecimento do virus DENV-4 ap6s 31 anos desperta preocupacdo na saude
publica do pais, pois apesar da sintomatologia inicial da doenca parecer ser a mesma para 0s
quatro sorotipos, a populacdo ainda ndo apresenta imunizagdo natural para este sorotipo. Esse
fato evidencia um alto potencial de disseminacdo do DENV-4, o que inclui um aumento dos
riscos de desenvolvimento de casos graves da doenca, ja que o agravamento dos quadros
clinicos encontra-se relacionado a uma segunda infeccdo por sorotipos heter6logos
(GUBLER, 1998).

Em 2012, dados da vigilancia epidemioldgica ja mostravam o sorotipo 4 como
dominante, presente em 63% das amostras positivas, com o agravante de que em algumas
regidbes do pais houve notificacbes de co-circulacdo dos quatro sorotipos da doenga
(FIGUEIREDO et al.,2008, SESAB,2014; BRASIL, 2015). Em 2013 o sorotipo 4 chegou a
representar 71,9% em isolamentos virais ,e foram notificados 1.476.917 casos suspeitos de
dengue, o que corresponde a um aumento de 54,6% em relacdo a 2010 (Figura 2).

Com relagéo ao ano de 2014, Dados do Ministério da satde (2015) mostraram 547.612
casos suspeitos de dengue no pais, uma reducdo de 59,3% em relacdo a 2013 (591.080 casos

registrados); além de ter havido também uma reducdo nos casos graves e Obitos. No entanto,
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regides do sul do pais, como Santa Catarina e Porto Alegre, que até entdo ndo haviam
registrados casos autdctones da doenca, passam a registrar seus primeiros casos de dengue
(Secretaria do Estado de Saude de Santa Catarina, 2014; Secretaria do Estado do rio grande
do Sul, 2015). Em 2015, foram notificados até a semana epidemioldgica (SE) 47 (04/01/15 a
28/11/15) 1.566.510 casos provaveis de dengue no pais. Foram confirmados 1.515 casos de
dengue grave e 19.472 casos de dengue com sinais de alarme. No mesmo periodo de 2014,
foram confirmados 747 casos de dengue grave e 8.308 casos de dengue com sinais de alarme.
Com relacéo ao numero de 6bitos, foram notificados 828 dbitos por dengue, 0 que representa
um aumento no pais de 79% em compara¢do com o mesmo periodo de 2014, quando foram
confirmados 463 6bitos (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2015). Na Bahia,
em 2014, foram notificados 24.314 mil casos de dengue, uma reducdo quando comparado a
2013, quando os nudmeros de registros chegaram 85.101 mil. Até a 14% semana
epidemiologica, referente ao més de abril de 2015, foram notificados 13.680 mil casos
suspeitos de dengue no estado, um aumento de 118,67% em relagdo ao mesmo periodo de
2014 (SESAB, 2015).Diante a histéria epidemioldgica da dengue verificada até entdo, um
novo panorama epidémico pode estar prestes a ser visualizado no pais, o qual a entrada do
DENV-4 na populacéo brasileira apresenta papel relevante, uma vez que eleva os riscos de

infeccdo e em especial, de casos graves da doenca.
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Figura 2. Casos provaveis e internacdes por dengue/ Febre Hemorragica da Dengue no
Brasilno periodo entre 1986 a junho de 2013. (Fonte: Secretaria de vigilancia em Salde;
Barbosa, 2013).
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Como ndo existem vacinas ou terapias antivirais especificas para o DENV, medidas
preventivas apresentam-se fundamentais para a contencdo e reducdo da morbidade/
mortalidade (WHO, 2012). As medidas preventivas visam principalmente conter a
propagacgdo do vetor, seja evitando ou destruindo os criadouros através manejo ambiental, ou
através do controle quimico que consiste em tratamento focal (eliminacdo de larvas), ou
“fumacé” (eliminagdo de alados). Além dessas medidas, acBes governamentais como
melhoria do saneamento basico e educacdo em Saude da populacdo mostram-se de extrema
importancia nesse combate, uma vez que podem atuar de forma chave no controle e
desenvolvimento do vetor (BRASIL, 2002).

2.2 O VIFUS 0 DENQUE. ..ottt ettt et e st e et e s re e reeneesbeenteaneesreas

Pertencente ao género Flavivirus, o DENV e cerca de outros 70 virus distintos
integram a familia Flaviviridae, dentre os quais também sdo patogénicos ao homem o virus da
febre amarela (YFV), virus da encefalite japonesa (JEV), virus da encefalite do carrapato
(TBEV); virus do Oeste do Nilo (WNV) e o virus da encefalite de Saint Louis (SLEV)
(MUKHOPADHYAY et al., 2005; GOULD et al., 2008).

Segundo descrito em Holmes et al. (2003), o DENV provavelmente se originou em
regides da Asia e na Africa Ocidental, mantendo-se circulante em primatas no humanos. O
crescimento populacional e a aproximacdo de areas florestais propiciou a transmissdo dos
virus ancestrais de primatas aos humanos, e ap0s sucessivas mutacdes, deu origem aos
diferentes sorotipos. Sdo conhecidos quatro sorotipos do virus circulantes em humanos; 0s
DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4, no entanto, em 2013 cientistas acreditam ter isolado
0 que poderia se tratar de um quinto sorotipo do virus da dengue, mas até o momento,
relacionado apenas aos ciclos silvestres (NORMILE, 2013; VOORHAM, 2014; MUSTAFA
etal., 2014).

Os quatro sorotipos do virus da dengue circulantes na populagdo compartilham entre
si aproximadamente 65% da sequéncia de nucleotideos que compdem seus genomas, sendo
antigenicamente distintos, apresentando variantes genéticas relacionados com a viruléncia e a
procedéncia geografica das infeccdes virais (HEINZ et al., 2000; RICO-HESSE, 2007;
STROTTMANN, 2008). Apesar dessas variacdes, 0s quatro sorotipos circulam em um
mesmo nicho ecoldgico e geram quadros clinicos idénticos da dengue no homem (GUBLER,

1998). A intensa exposicdo das populagBes humanas frente as diversas cepas virais traz
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preocupacgdes a salde publica, pois favorecem o aumento da variabilidade genética e das
variacOes entre as cepas, possibilitando inclusive um aumento da patogenicidade e
infectividade do DENV, tendo como consequéncia, geracdo de maiores epidemias e

introducdo de novos tipos virais nos ciclos urbanos (HOLMES et al., 2003).
2.2.1 Estrutura Viral

O virion é uma particula esférica de aproximadamente 50nm de diametro, envolta por
um envelope glicoproteico proveniente do brotamento viral no reticulo endoplasmatico (RE)
da célula hospedeira (PERERA et al., 2008; BARTH, 2010). Esse envelope apresenta-se
como uma bicamada lipidica no qual as proteinas do envelope viral (E) e proteinas de
membrana (M) e pré-membrana (prM) encontram-se inseridas. Internamente a bicamada
lipidica, ha um nucleocapsidio icosaédrico composto pela proteina estrutural do capsideo (C),
associada a uma molécula de RNA de fita simples e polaridade positiva (RNA fs+), de acordo
com a Figura esquematica 3 (KUHN et al., 2002; PERERA et al., 2008; BARTH, 2010).

Proteinas do Envelope (E)

Proteinas de Membrana (M)

Proteinas da Cépside (C)

RNA fs+

Tamanho: 40-60 nm

Figura 3. Representacdo estrutural da particula do DENV. (Figura Adaptada. Fonte:
CABEZAS, 2005).

A depender do processo de maturacdo do DENV, a proteinas E e a proteina prM/M
apresentam diferentes conformacdes, conferindo caracteristicas estruturais especificas as
particulas maduras e imaturas (Figura 4-A) (LI et al., 2008; PERERA et al., 2008). No virion
imaturo, as proteinas prM e E formam na superficie da particula, 90 heterodimeros que se

estendem como 60 pontos triméricos , sendo que a disposicdo espacial da proteina prM
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impede a exposi¢do prematura da proteina E. Ja no virus maduro, a proteina E é encontrada
como 90 homodimeros, e 0 peptideo “pr" da prM ¢ entdo clivado, permanecendo apenas a
fracdo M (Figura 4-B). Esse processo é acionado pela reducdo do pH (5,8-6,0) decorrente do
transito da particula viral atravées do reticulo de Golgi, permitindo que nas a regides proximas
as membranas celulares, o virus j& constitua uma particula infectiva (LINDENBACH ,2001;
MUKHOPADHYAY, 2005; L1, et al., 2008; PERERA et al., 2008 ).

Imaturo, pH neutro Imaturo, pH acido Maduro, pH neutro
prM-E 180 pr 0 S e
RE Extracelular

Figura 4. Rearranjo estrutural das proteinas de superficie no processo de maturagdo viral.
(Figura adaptada. Fonte: PERERA et al., 2008; SHOCHAT et al.,2012). 4. A- Representacao
das proteinas prM e E na superficie viral, realizada através de mapas em cryo-EM
(microscopia crio-eletrénica) , em diferentes pH. Em azul representa-se a “pr” ( regido
glicosilada da proteina M) e em cinza, proteina E. Quando a particula encontra-se no RE, em
pH neutro, as proteinas prM-E foram um complexo trimero. Em baixo pH, durante o
transporte pelo complexo de Golgi, ocorre um rearranjo proteico formando dimeros, e entdo a
regido pr do prM é clivada, formando o virion maduro. 4. B- Visualizagéo lateral dos trimeros
de prM-E no envelope lipidico do virus imaturo (esquerda) e estrutura dimerica em que se
encontra o envelope no regido extracelular (direita). A proteina M, ndo visualizada na Figura

4 (virus maduro), encontra-se ancorada na membrana viral abaixo da proteina E.
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2.2.2 Organizacdo Genbmica

O material genético do DENV é composto por uma fita simples RNA, polaridade
positiva e aproximadamente 11.000 nucleotideos de extensdo. O genoma € divido em regides
traduzidas (codificando as proteinas estruturais e ndo estruturais), CAP 5’ e regides ndo
traduzidas (UTR- untranslated regions) 5’ e 3’ que se apresentam nas formas de grampos
(hairpin loops) (CARVALHO, 2009) . A regido 5’ ndo traduzida apresenta-se com
aproximadamente 100 nucleotideos com uma estrutura CAP ( residuo 7-metil-guanosina
trifosfato). Diferentemente do mMRNA (RNA mensageiro) celular, o genoma do DENV né&o
apresenta uma cauda poliadenilada na extremidade 3 UTR (EDGIL et al., 2005; AZEVEDO,
2009; CARVALHO, 2009). Ambas as extremidades desempenham papel importante na
iniciacdo, modulacdo da traducdo e replicacdo do genoma viral, possibilitando a ciclizac¢éo do
RNA, necesséria para a atividade eficiente da RNA polimerase viral dependente de RNA. O
genoma apresenta uma unica fase de leitura aberta que codifica uma poliproteina precursora
com aproximadamente 3.400 aminoacidos, que sera clivada co- e pds-traducionalmente por
proteases virais e da célula hospedeira (PERERA, 2008; JULANDER, et al. 2011). Essa
proteina precursora apresenta uma sequéncia sinalizadora que a direciona para 0 RE das
células hospedeiras, se inserindo na membrana do RE, no qual sera processada, originado

entdo as proteinas estruturais e ndo estruturais (Figura 5).

A — Estruturais | N3o Estruturais (NS) —
. N ——
~ ————
5" UTR
RNA + NS2A NSaA
[SHL% E NSRS T NS5
NS2B NS49B 3" UTR

@ Tradugao

ER Lumen

Cytoplasm

\,‘/\/

* NS3/2B e Furina - Signalase

Figura 5. Processo de tradugdo e processamento da poliproteina viral. (Figura Adaptada.
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Fonte: UMAREDDY et al., 2007; GUZMAN et al., 2010). A-O genoma do DENV codifica as
trés proteinas estruturais (Capsideo (C), membrana (M) e Envelope (E)) e sete proteinas ndo
estruturais NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, e NS5. B- Representacdo esquematica do
processamento da poliproteina viral, durante o processo de maturacdo, por proteases do
hospedeiro (Furina e Signalase) na regido do limen do RE, e pelo complexo viral NS2B/NS3
e na regido citoplasmatica. Uma peptidase do hospedeiro é responsavel pela clivagem nas
regides C/prM, prM/E, E/NS1, formando as proteinas C, prM e E, além da clivagem da
proteina NS4A proxima da regido carboxi-terminal. J& as jungdes das proteinas NS2A/NS2B,
NS2B/NS3, NS3/NS4A, NS4A/NS4B e NS4B/NS sdo clivadas por uma serino protease,
codificada pelo virus, gerando as proteinas ndo estruturais NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B e NS5 (MUKHOPADHYAY et al., 2005; LINDENBACH et al., 2007; AZEVEDO,
2009; SONG et al., 2014).

2.2.3 Proteinas Estruturais

A proteina de capsideo (C) é essencial para a encapsidacdo do RNA gendmico viral,
sendo composta por 120 residuos de aminodacidos, e peso molecular de aproximadamente 11
kDa (Kilodaltons) (LINDENBACH , 2003). E uma proteina bésica, com as extremidades N e
C-terminais apresentando cargas, e regido medial hidrofdbica, esta ultima com importante
funcdo na interacdo com a membrana, na formacédo do envelope viral. Estudos indicam que a
porcdo C-terminal também apresenta um dominio hidrofébico na proteina recém-sintetizada
cuja funcéo esta associada a sinalizacdo para a translocacdo da prM no RE, sendo clivado
posteriormente por uma serino protease. (LINDENBACH, 2001; WANG et al., 2004).

A prM, precursora da proteina M, é uma glicoproteina de peso molecular que varia de
19-26 kDa (AZEVEDO, et al. 2011). Tem como principal funcdo impedir que a proteina E
sofra um rearranjo em pH &cido para a forma fusogénica durante seu transito através da via
secretora. Possivelmente também participa do processo de maturacdo da proteina E, sendo
transportada atraves da via exocitica na forma de prM-E (WANG et al, 1999;
SITTISOMBUT et al., 2006). Estudos sugerem que a precursora prM atue como uma
chaperonina, auxiliando a montagem e enovelamento da proteina E (RAVIPRAKASH et al.,
2000; LINDENBACH ,2003; GHOSH & DAR, 2015). O processamento da prM esta
relacionado a maturacdo dos virions, sendo clivada por uma furina presente na ceélula

hospedeira, durante seu transporte através do complexo de Golgi. O processo de clivagem se
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da no seguimento “pr”, na posi¢ao n-terminal que contem de um a trés sitios de glicosilagéo e
seis residuos de cisteina, gerando entdo a por¢cdo M (8 kDa), que juntamente com a proteina
E, encontram-se presentes no envelope lipidico do DENV maduro, formando a estrutura
externa da particula viral. (LINDENBACH, 2001, SITTISOMBUT et al., 2006).

A proteina E é o maior componente glicoproteico presente na superficie do viral, com
peso molecular de aproximadamente 53 kDa (LINDENBACH , 2003). E a mais conservada
dentre os flavivirus, e tem importantes funcdes, das quais destacam-se a montagem da
particula viral, ligacdo ao receptor celular, fusdo do envelope com a célula hospedeira, além
de tratar-se do principal alvo de anticorpos neutralizantes (CHAMBERS et al., 1990,
LINDENBACH , 2003). Apresenta-se como uma proteina glicosilada que forma
homodimeros, sendo que cada monémero é composto por trés dominios distintos; o dominio |
localizado na regido central n-terminal da molécula, o dominio Il, uma regido em forma de
dedo, possuindo em sua extremidade um “loop” de fusdo, responsavel pelo processo de
dimerizacdo dos mondmeros da proteina E, e o dominio Ill, na porcdo C-terminal,
responsavel pela interacdo entre o virus e a célula-hospedeira, promovendo a endocitose da
particula viral (Figura 6). (LINDENBACH , 2003; MODIS et al., 2004; WHITEHEAD,2007.)
Essa regido tem sido bastante estudada pois alguns epitopos especificos mostraram-se capazes
de induzir uma resposta protetora por anticorpos neutralizantes (JULANDER, et al. 2011;
PITAKSAJJAKUL et al., 2014,).

Glicoproteina E

- DOMiNi0 | —estrutura centra
Dominio || - dimerizagdo

w== Dominio |1l —fgagdo 30 receptor

Peptideo de fusdo

Figura 6. Estrutura dimérica da proteina E e seus dominios. (Apud: PINHO, 2013. Adaptado
de WHITEHEAD, et al., 2007).
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2.2.4 Proteinas Ndo Estruturais

A glicoproteina NS1 apresenta peso molecular de aproximadamente 45-48 kDa. Nao
constitui a estrutura da particula viral infecciosa, e apresenta-se em 3 formas no organismo
infectado: 1- Na forma secretada; 2- Na forma associada ao RE e 3- Associada a superficie
celular (FLAMAND et al., 1999 LINDENBACH , 2003). A forma secretada € um importante
alvo da imunidade humoral, fazendo dessa proteina um dos principais marcadores utilizados
no diagndstico precoce da dengue. As proteinas NS1 séo encontradas em grandes quantidades
nos soros dos pacientes infectados, e seus altos niveis tém sido relacionados com as formas
graves da doenca (YOUNG et al., 2000; LINDENBACH, 2003,).

Na forma associada ao RE, tem sido demonstrado que a NS1 encontra-se nas mesmas
regibes onde ha a presenca das formas replicativas do RNA viral fita dupla, sugerindo uma
possivel atuacdo dessa proteina como cofator para replicacdo genémica (MACKENZIE et al.,
1996; FLAMAND et al., 1999; LINDENBACH , 2003) .E por fim, acredita-se que quando
essa proteina encontra-se na forma associada a superficie celular, possa estar associada na
transducdo de sinal., envolvida nos processos de replicacdo, montagem e maturacdo viral
(LINDENBACH , 2001).

Existem poucas informacbes a respeito das proteinas hidrofébicas NS2A, NS2B,
NS4A e NS4B (XIE et al., 2014). Sabe-se que no interior celular, estas proteinas encontram-
se associadas & membrana do RE, apresentando multiplos seguimentos transmembranares. E
possivel que estejam associadas também as proteinas envolvidas no ciclo replicativo do
DENV, além de estarem relacionadas a um mecanismo de escape viral, participando do
mecanismo de bloqueio da via interferon (IFN) (MACKENZIE, 1998; UMAREDDY et al.,
2006). Sabe-se que a NS2A apresenta peso molecular em torno de 22 kDa, com funcdo no
processamento da NS1 , enquanto que a NS2B ( 14 kDa), em associacdo com a NS3, formam
uma serino-protease ativa com a funcéo de clivar as jungdes proteicas nas poliproteinas virais
(LINDENBACH et al., 2007; UMAREDDY et al. , 2007) . J& a fragdo NS4A, com peso
molecular de 16k kDa , parece estar relacionada a inducdo do rearranjo da membrana para a
formagéo do complexo de replicacdo), enquanto que a NS4B, com aproximadamente 27kDa,
estd relacionada a modulacdo da replicacdo viral através da interagdo com a NS3
(LINDENBACH et al., 2007).
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A NS3 apresenta peso molecular de aproximadamente 69-70 kDa, com atividade
multifuncional de serino protease (NS2B-NS3), helicase (através da dissociacdo da dupla fita
de RNA viral durante a replicacdo), de NTPase (hidrolizando ATP para 0s processos de
replicacdo) e de RTPase (removendo o grupo fosfato da regido 5° N-terminal ,envolvido no
processo de adigdo da estrutura CAP na extremidade 5° UTR do genoma viral)
(LINDENBACH et al., 2007; GEBHARD et al., 2014).

A NS5, proteina de peso molecular de 103 kDa, atua como RNA polimerase
dependente de RNA, responsavel pela replicacdo do RNA viral, apresentando também
atividade de metiltransferase envolvida na adicdo do CAP 5° ao RNA mensageiro viral
(LINDENBACH , 2003).

2.3 CICIO 0B THANSIMISSAD. .. ..ottt e e et ettt e e e e e e e e et e e e e e e e e e e et et eeeeeeeeeeenneeeens

O ciclo de transmissdo do DENV se inicia quando a fémea do mosquito do género
Aedes pica uma pessoa infectada. Em sequéncia, o virus se multiplica no intestino médio e,
ap6s um periodo de 8 a 10 dias, passa a ser encontrado em outros tecidos como sistema
nervoso e nas glandulas salivares (GUBLER et al., 2010). Uma vez infectado, 0 mosquito
passa a transmitir o virus para individuos suscetiveis, durante o repasto sanguineo. Uma vez
na circulacdo sanguinea de um novo hospedeiro humano, o virus passa por um periodo de
incubacdo, podendo variar de 3 a 14 dias para o aparecimento dos sintomas, até que passa a se
multiplicar em células permissivas do organismo. (WHITEHEAD et al., 2007; HALSTEAD
et al., 2008). A infeccdo primaria no homem inicia-se nas células estriadas, lisas, fibroblastos
e linfonodos locais, com a disseminacdo dos virus para outras regifes do organismo pela
corrente sanguinea (BARTH, 2010).

E conhecido que o DENV tem tropismo por um amplo espectro de células humanas,
em especial células da linhagem fagocitica monuclear (células dendriticas,
mondcitos/macrdéfagos, células de Langerhans), alvos principais da infeccdo (WU et al.,
2000). No entanto, ha evidéncias de que o virus é capaz de infectar outras células como
linfocitos B, linfocitos T, células “natural killer”, células endoteliais, hepatécitos e até
neurdnios (ANDERSON, 2003).
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2.4 Ciclo de repliCagaO VIFal..........ccoiiiiiiiicieec e

A interacdo inicial com a célula hospedeira se da através da ligacdo de regies da
proteina E com receptores da superficie celular. Diversas moléculas tém sido descritas como
possiveis receptores celulares, como o Heparan Sulfato, DC-SING [(dendritic cell)-specific
intercellular adhesion molecule 1CAM-3-(grabbing nonintegrin)], CD14, dentre outros
(RODENHUIS-ZYBERT et al., 2010; PERERA-LECOIN, 2014). Apos essa intera¢do, ocorre
a endocitose viral mediada por clatrinas, e o transporte para o interior das células em vesiculas
endossomais. Essas vesiculas apresentam pH &cido, o qual promove a dissociacdo dos
dimeros da proteina E em mondmeros, posteriormente formando trimeros irreversiveis,
expondo entdo o peptideo de fusdo presente no dominio Il. Esses trimeros de proteina E entéo
se estendem em direcdo a membrana do endossomo, e se inserem na mesma, iniciando o
processo de penetracdo do nucleocapsidio no citoplasma da célula hospedeira
(MUKHOPADHYAY et al.,2005; LINDENBACH , 2007; RODENHUIS-ZYBERT et al.,
2010)

Com a penetracdo do virus no citoplasma, inicia-se o processo de desnudamento do
genoma viral, no qual o nucleocapsidio € desmontado e simultaneamente ocorre o inicio da
replicacdo do RNA viral. O RNA fs+, passa a ser traduzido imediatamente nos ribossomos,
atuando com fatores celulares ainda ndo totalmente elucidados do hospedeiro (CLYDE et al.,
2006; LINDENBACH, 2007). Conjuntamente as primeiras tradu¢des do RNA viral, ocorrem
0 processamento da poliproteinas nas membranas do RE, por uma signal-peptidase e uma
serino proteinase contida na porcdo N-terminal de NS3 e por proteases celulares
(MUKHOPADHYAY et al., 2005; UMAREDDY et al., 2007).

A proteina ndo estrutural NS5, que é uma RNA polimerase dependente de RNA,
associa-se a NS3 e outras proteinas virais, para entdo produzir cépias de RNA viral polaridade
negativa. A partir dessa fita negativa, ocorre a produgdo de novas fitas de RNA polaridade
positiva a serem incorporadas como material genético nos novos virions formados
(LINDENBACH, 2007). Com a produgdo das proteinas virais, inicia-se 0 processo de
montagem do DENV. As proteinas estruturais prM e E formam heterodimeros que se mantém
ancorados na face interna do RE enquanto o complexo de replicacdo viral (formado por RNA
viral, proteinas virais e fatores da propria célula hospedeira) encontram-se ancorados na face
externa das membranas do RE. A interagdo do RNA com as proteinas C formam o

nucleocapsidio que brotam em direcdo ao Iumen, adquirindo a bicamada lipidica com os
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heterodimeros prM/E (RODENHUIS-ZYBERT et al., 2010, MACKENZIE, 2005) . A
progénie viral é entdo transportada para o sistema de Golgi, periodo em que ocorre a clivagem
da prM pela furina, processo responsavel pelo rearranjo da superficie do virion. A seguir,
rompem-se os heterodimeros M/E e expondo o dominio de ligag&o 11l da proteina E formando
uma particula infectiva. Por fim, essas vesiculas contendo as particulas infectivas séo
transportadas pelo mecanismo de exocitose até a membrana plasmatica, liberando o virus no
ambiente extracelular (MUKHOPADHYAY et al.,2005; LINDENBACH , 2007,
RODENHUIS-ZYBERT et al., 2010).
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2.5 SINtoMAtologia da DENQUE........cuiiiiiiiieii et

A Dengue pode apresentar-se em uma variedade de quadros clinicos, que vao
desde uma doenca febril sub-clinica ou assintomatica até quadros graves, com extravasamento
de plasma, podendo levar ao choque e a morte (GUBLER, 1998, MARTINA, 2011). A forma
sintomatica pode se estabelecer na forma febril classica (FD), a qual geralmente cessa dentro
de um periodo de 4 a 7 dias, sendo caracterizada por febre alta de inicio subito, cefaleia, dor
retro-orbital, nauseas, émese, mialgia, artralgia, dor abdominal, calafrios e exantema
(GLUBER, 1998). Nas formas graves, ha um aumento na permeabilidade vascular, com
extravasamento de plasma, ocasionada por uma “tempestade de citocinas” e trombocitopenia.
Ambas sdo resultantes da resposta inflamatoria a presenca do virus nas células do endotélio,
favorecendo os quadros de Febre Hemorragica da Dengue (FHD), e com a progressdo do
quadro, a sindrome do choque da dengue (SCD) (LEI, 2001, MARTINA 2011).

Devido ao aumento de casos graves no mundo e da dificuldade de se enquadrar
a sintomatologia nos critérios de FHD, a o Ministério da Saude, em 2009, atualizou a
classificou dos niveis da doenca em dengue sem sinal de gravidade ou dengue grave, de
acordo com o estabelecido pela Organizacdo Mundial de Saiude. Neste ultimo insere-se 0s
quadros de extravasamento e acumulo de fluidos com desconforto respiratdrio, choque,
hemorragias e envolvimento de érgdos, como nos casos de miocardite, hepatite e encefalite
ocasionados pela infeccdo (VERDEAL et al., 2011, MARTINA, 2011).

AT = 1010 T LT OSSPSR

H& muitas lacunas existentes na compreensdo do DENV e sua patogénese, em
especial no que se refere ao desenvolvimento dos casos graves da doenca (LEI, 2001). E
compreendido que se trata de um processo multifatorial, resultante da interagdo entre a
resposta imunoldgica do hospedeiro e a viruléncia da cepa (MARTINA, 2011). Apesar dos
mecanismos de agravamento da dengue ndo terem sido totalmente elucidados, ndo ha duvidas
de que a genética do hospedeiro possa apresentar-se como um dos fatores na resisténcia ou

suscetibilidade na doenga grave. (YACOUB et al., 2013). Fatores genéticos como HLA
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(Antigeno Leucocitario Humano), DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion
molecule 3 (ICAM-3) —Grabbing Non-integrin) , fator de necrose tumoral (TNF-a), fator beta
de transformacdo de crescimento (TGF-Bl) e interleucina 10 (IL-10) , parecem estar
associadas com a doenca grave, assim como fatores de risco que incluem os extremos de
idade, o sexo feminino, a etnia e as comorbidades como diabetes e hipertenséo (SILVA, et al.,
2010; JULANDER et al.,2011, MARTINA, 2011). No entanto, o maior fator de risco
associado a evolucdo para a forma grave da doenca é a infeccdo prévia por sorotipos
heter6logos. Os casos de FHD/SCD sdo 40x mais frequentes durante a infec¢do secundaria,
que na infeccdo priméaria. Nesse sentido, as trés principais hipoteses formuladas para explicar
a patogénese da dengue sdo: a intensificacdo da infeccdo viral dependente de anticorpo
(ADE); a reatividade cruzada de células T de memoria, e os fatores de viruléncia do virus
(JULANDER et al.,2011; MARTINA,2011).

2.6.1 A Intensificacio da infeccdo viral dependente de anticorpo (ADE).

Estudos in vitro e in vivo tem demonstrado que 0 aumento no risco de
desenvolvimento de FHD/SCD, durante a infeccdo secundaria por um sorotipo heterélogo, €
principalmente devido ao fenébmeno da ADE (CLYDE et al., 2006, LEI et al., 2001,
JULANDER et al., 2011; PITAKSAJJAKUL et al., 2014). Esse fendmeno ocorre quando
anticorpos ou fatores do complemento produzidos na primo-infeccdo opsonizam a particula
viral infectiva durante uma infec¢do subsequente, sem no entanto neutralizar o virus . O
anticorpo ndo neutralizante presente no soro reconhece o sorotipo heterélogo, e
simultaneamente tem sua fragdo Fcy reconhecida pelas células do sistema imune, tais como
monocitos e macréfagos. Esse reconhecimento mutuo exacerba a infeccdo uma vez que essa
ligagdo facilita o encontro com as células circulantes, e favorece a internalizacdo dos virus
pelas células hospedeiras (Figura 8). (DEJNIRATTISAI et al., 2010; WAHALA et al., 2011;
SAUTTO et al.,2013; SONG et al., 2014). Tem sido demonstrado que anticorpos de reacao
cruzada sdo dirigidos especialmente para as glicoproteinas E e para prM (DEJNIRATTISAI et
al., 2010).0 fendmeno da ADE representa-se como uma das maiores dificuldades para o
desenvolvimento de uma vacina, assim como para 0 desenvolvimento de imunoterapias
seguras e eficazes para dengue (DEJNIRATTISAI et al., 2010).
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Estudos recentes tem demonstrado que o fendmeno da ADE pode ocorrer por outros
mecanismos independentes da ligacdo com a fracdo Fcy. Anticorpos dirigidos contra proteinas
virais seriam capazes de reagir de forma cruzada também com células do hospedeiro, ligando-
se simultaneamente a ambos, e promovendo a aproximacao necessaria para a infeccdo (Figura
8-C). A presenca de epitopos comuns entre células e virus j& foram sugeridas para as
proteinas NS1, para os trés dominios da proteina E e prM (FALCONAR et al., 2008,
SAUTTO et al., 2013).

Um terceiro mecanismo associado a ADE que tem sido proposto constitui-se na
alteracdo conformacional de proteinas da superficie da célula alvo, ocasionadas pela ligagcdo
dos anticorpos, melhorando a afinidade para os receptores celulares; e com isso a entrada do
virus (Figura 8-B) (SAUTTO et al., 2013).

Figura 8. Mecanismos de Intensificacdo da infeccdo viral dependente de anticorpo (ADE).
(Figura Adaptada: SAUTTO et al., 2013). a) Ligacdo do anticorpo a particula viral e
reconhecimento da fragdo Fcy pela célula alvo, favorecendo a infeccdo. b) Ligacdo do
anticorpo e inducdo de alteragdes conformacionais, melhorando a afinidade para receptores
celulares. ¢) Mimetismo molecular viral com reconhecimento matuo viral/ célula hospedeira,

aproximando ambos e favorecendo a infecgdo viral.
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2.6.2 Reatividade cruzada de células T de memoria.

Segundo essa hipdtese, em infec¢Bes heterdlogas ocorre uma ativacéo de linfécitos T
de baixa afinidade, mas que reagem cruzadamente frente aos outros sorotipos, sendo
ineficientes na eliminacdo do virus. Dessa forma, ha um aumento na viremia, € como
consequéncia maior risco no desenvolvimento de FHD/ SCD. Respostas inapropriadas das
células T tém sido observadas com alta frequéncia em pacientes com o0s sintomas graves da
dengue, dando suporte a essa hipotese (MAZAROTO, 2009; JULANDER et al., 2011).

2.6.3 Fatores de viruléncia do DENV.

Acredita-se que as diferentes manifestaces das formas graves da doenga podem ser
causadas por variantes do DENV com diferentes graus de viruléncia (LANCIOTTI et al.,
1997). Dos quatro sorotipos circulantes, os DENV 2 e 3 tém sido associados com surtos mais
graves da doenca enquanto que os DENV 1 e 4 tém sido associados a quadros mais leves
(RICO-HESSE, 2010; YACOUB et al., 2013). Dentre os sorotipos, ha uma abundante
variacdo genética, e cepas com divergéncias menores que 6% em suas sequencias foram
agrupados em diferentes gendtipos (RICO-HESSE, 1990). E possivel que os gendtipos
também estejam relacionados com a patogenicidade do virus. Um exemplo de gendtipos com
maior potencial de viruléncia se deu na substituicdo do DENV-2 circulante na América Latina
por uma cepa Asiatica, levando a um aumento dos casos graves (RICO-HESSE, 1997,
YACOUB et al., 2013). Além disso, mutacdes nas regides E e NS3 podem alterar a viruléncia
viral provavelmente por aumentar a afinidade as proteinas receptoras das células hospedeiras,
aumentando a eficiéncia da replicacdo viral (YACOUB et al., 2013).

2.7 Resposta IMUNE 80 DENV ...

A imunidade duradoura induzida pela infeccdo do DENV é especifica para o sorotipo
infectante, e apesar de ser gerada uma resposta protetora cruzada entre 0s sorotipos

heter6logos, essa prote¢do é de curta duracdo (WHITEHEAD et al., 2007).
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A primeira linha de defesa contra 0 DENV se inicia com a producdo de interferons
(IFNs), moléculas que atuam interferindo na replicacéo viral e estimulando a atividade das
células defesa. Ao adentrar o0 organismo, a particula viral é reconhecida por lectinas do tipo-C
e TLRs (toll-like receptors- receptores do tipo toll), que sdo expressas por células de defesa.
Foi observado que em pacientes com quadros clinicos leve da dengue hé a ativagdo das
células NK (natural killer), com a secrecdo de varias citocinas, incluindo IFN-1 e IFN-2, no
entanto, altos niveis de IFN presente no soro de pacientes foram associados a doenca grave
(SHERESTA et al., 2005; RODENHUIS-ZYBERT et al., 2010). Estudos recentes tém
sugerido que algumas das proteinas ndo estruturais como a NS2A, NS4A, NS4B e NS5 atuam
na inibicdo da resposta imune inata, inclusive na producdo de IFN-o (RODENHUIS-
ZYBERT etal., 2010).

Com o desenvolvimento da resposta imune humoral, que se da ap6s um periodo de
aproximadamente sete dias, ha uma predominéncia de anticorpos dirigidos para as proteinas
estruturais E e prM/M e contra a proteina ndo estrutural NS1 ( MAZZAROTO,2009;
SAUTTO, 2013). No entanto, os anticorpos neutralizantes sdo direcionados especialmente
para a proteina E, bloqueando a ligacdo da particula viral a célula hospedeira
(DEJNIRATTISAI et al., 2010, JULANDER et al., 2011).

Os anticorpos contra as proteinas ndo estruturais ndo neutralizam a atividade viral,
mas interferem no processo de multiplicacdo do patégeno. Anticorpos anti-NS1, nos casos em
que as proteinas NS1 encontram-se ancoradas na superficie das células, apresentam a
capacidade de mediar a lise de células infectadas, através da ativacdo do complemento.
Quando em sua forma solivel, a NS1 é capaz de ativar diretamente o complemento,
produzindo o complexo C5b-9 sollvel, o que pode aumentar a permeabilidade de células
endoteliais, estando, portanto, relacionados aos casos graves da doenca. Tem sido descrito
também a presenca de um mimetismo molecular com proteinas enddgenas do hospedeiro pela
NS1, gerando uma resposta autoimune durante a infec¢cdo pelo virus, associada ao
comprometimento da integridade das células do endotélio e deplecdo de plaquetas, quadro
caracteristica da doenca (FALCONAR et al., 1997; LEI, 2001).

A resposta celular envolve a ativagdo de células T, CD4+ e CD8+ especificas contra
epitopos do virus. A maioria desses epitopos estdo presentes nas proteinas NS1, NS3 e E do

virus da dengue. Os linfocitos T helper atuam frente as células infectadas que expressem
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receptores HLA tipo II, produzindo IFN v, IL-2 e fatores de estimulacdo de macrofagos e
granulécitos. Ja os linfocitos citotoxicos atuam diretamente nas células infectadas que
expressam receptores HLA tipo I, lisando-as (MONATH, 1997). Alguns fatores genéticos
como o haplotipo HLA tém sido relacionados a gravidade dos casos, como ja mencionado

anteriormente.

2.8 A tecnologia da producao de hibridomas...........cccveiiiieiieie i

Desenvolvido em 1975 pelos cientistas Kohler e Milstein, e merecedores do Prémio
Nobel de Medicina em 1984, a tecnologia para producdo de células hibridas constituiu um
marco no desenvolvimento cientifico, sendo de ampla utilizagdo até os dias atuais (KOHLER
& MILSTEIN 1975; MATHER & ROBERTS, 1998; SUSCOVICH et al.,, 2015). Os
hibridomas sdo linhagens celulares resultantes da fusdo entre linfécitos B com ceélulas
tumorais (mieloma), conservando caracteristicas especificas importantes de ambas as células.
Os linfocitos B (plasmdcitos) sdo células produtoras de anticorpos, mas incapazes de serem
mantidas em cultivos, uma vez que apresentam curto periodo de vida. Ja as células
mieldmicas apresentam longa vida em cultivo com alta capacidade mitética (celulas
imortalizadas). Através da hibridizacdo de ambas, gera-se uma célula capaz de produzir
anticorpos especificos e de se manter e reproduzir indefinidamente (MATHER, 1998;
NELSON, 2000).

Para a inducdo da resposta imune humoral e geracdo de anticorpos, inicialmente
imuniza-se um animal, geralmente camundongo, com o antigeno desejado; e apds o periodo
de resposta imunoldgica, coletam-se os linfocitos B provenientes do baco (esplendcitos) ou
linfonodos. Essas células sdo entdo misturadas as células de linhagem mielémica, e expostas a
processos fusogénicos como a adi¢do de PEG (polietilenoglicol) (Figura 9) (HUI et al., 1993;
MATHER, 1998).
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Figura 9. Producdo de anticorpos monoclonais através da técnica de hibridomas. (fonte:

www.lookfordiagnosis.com).

Apds processo de fusdo, é necessario eliminar as células que ndo se fundiram ou que
se fundiram incorretamente, transferindo-as para uma solucdo contendo o HAT (Hipoxantina,
Timidina e o antimetabolito Aminopterina). Este meio seleciona os hibridomas através da
biossintese metabdlica de nucleotideos e timidilatos, via responsavel pela sintese de DNA,
que em células normais ¢ realizada por uma via metabdlica denominada “de novo ”. Essa via
ocorre utilizando fosforibosil pirofosfato e uridilato, e em um dos passos dessa reagdo
metabdlica, ha a transferéncia de um grupo metil ou formil de um tetrahidrofolato ativado. A
adicdo de drogas anti-folatos, como a aminopterina inibem a reativagdo do tetrahidrofolato,
bloqueando a continuidade da reacdo metabdlica. Em células normais, uma segunda via para a
producao de DNA ¢ entdo ativada, denominada via “de salvamento”, no qual através das
enzimas hipoxantina-guanina fosforibosil transferase (HGPRT) e timidina quinase (TK),
torna-se possivel a utilizagdo da hipoxantina e timidina na sintese de nucleotideos (Figura 10)
(ABBAS et al., 2008; MAZZAROTO, 2009; PANDEY et al., 2010). As células de linhagem
mieldmicas utilizadas na fusdo sdo alteradas geneticamente de forma a nao produzir HGPRT,
enquanto a TK sintetizam purinas ndo funcionais e produtos letais a célula. De forma

simplificada, a aminopterina bloqueia a via “de novo” eliminando as células mielomicas, ja
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que ndo apresentam a via alternativa. Os linfécitos B que também ndo se fundiram, ou
fundiram-se entre si, sobrevivem ao HAT, mas irdo ap6s uma ou duas semanas de cultivo
entrar em senescéncia e morrer naturalmente, restando apenas os hibridos imortalizados
(ABBAS et al., 2008, MAZZAROTO, 2009). Essas celulas sdo entdo transferidas para placas
de cultivo celular de 96 pogos onde serdo distribuidas de forma que em cada poco haja apenas
uma célula hibrida, e entdo essa Unica célula ira originar clones produtores de anticorpos com
uma unica especificidade. Finalizado o processo de producdo dos AcM, prossegue-se com a
etapa de caracterizagdo dos mesmos, frente a diversos ensaios imunolégicos (
MORAES,2008).
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Fosforibosil pirofosfato Timiding Himox antina
Uridilato l l
L. Hipoxantna
?I'|1_-_1 '_'j“:"J guanina
quinasc fosforbosil
l tran=ferase

A minopterina .*'I /
| g
1
— v
_\-\_\_\__\_‘_"'hl Mucle caideos r

!

IDMNA

Figura 10. Figura esquematica das vias de biossintese metabdlica dos nucleotideos, e

bloqueio da via “de novo” pela aminopterina ( ABBAS et al., 2008).

Desde que a técnica de hibridomas foi desenvolvida, o cultivo de hibridomas para a
producdo de AcM tem sido uma ferramenta fundamental no desenvolvimento de anticorpos
homogéneos para a aplicacdo na biotecnologia. A metodologia de producdo de anticorpos
monoclonais é dispendiosa, demanda tempo e é susceptivel a influencia de fatores ambientais,
contamina¢do por micro-organismos, fatores relativos a reposta imune humoral e
imunogenicidade dos antigenos (MORAES et al.,2007; FERREIRA et al. 2007). No entanto,
apresenta ampla utilizacdo no desenvolvimento de produtos com alto valor comercial e
aplicacdes diversas, que vdo desde a identificacdo de agentes infecciosos, identificacdo e

quantificacdo de hormdnios, como também no tratamento do céncer, artrite e outras doengas
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autoimunes, desenvolvimento de vacinas e purificacdo de substancias de interesse cientifico e
tecnoldgico (SANTOS et al.,2006; MORAES et al., 2007).

2.9 Anticorpos MonocloNais € DENQUE.........cueiiieiieiiiiii et

A aplicacdo da tecnologia dos anticorpos monoclonais (AcM) mostra-se interessante
para as mais diversas finalidades. Os AcM sdo capazes de identificar o virus e a sua
variabilidade antigénica, permitindo o reconhecimento de epitopos especificos, com étima
sensibilidade e especificidade (MAZZAROTTO, 2009). Essa propriedade tem sido aplicada
em diversos setores, a exemplo da pesquisa basica, que buscam o entendimento do virus e
relacdo patdgeno hospedeiro; na tentativa no desenvolvimento de vacinas e antivirais
especificos para 0 DENV, assim como para o desenvolvimento de insumos biotecnoldgicos,
em especial na producdo de imunodiagnosticos (SANTOS et al.,2006; CHIARELLA et al.,
2008; MISTRETTA et al., 2009).

Diversas pesquisas com a utilizacdo de AcM monoclonais , produzidos pela tecnologia
de hibridomas, tem revelado informacbes importantes a respeito do virus, seu ciclo
replicativo, e proteinas até entdo pouco compreendidas. Em pesquisas como as desenvolvidas
por Vazquez et al., 2009 e Noda et al., 2012, foram gerados AcM murinos anti-proteina C,
com a capacidade de identificacdo dessa proteina ndo somente no citoplasma, regiao onde tem
sido descrito o ciclo de replicacdo viral, mas também no nucleo e nucléolo de células
infectadas, evidenciando a necessidade de estudos adicionais a respeito do ciclo reprodutivo
do DENV. Proteinas virais pouco compreendidas tém sido alvos de estudos como o
desenvolvido por Xie et al. (2014), no qual informacdes a respeito da orientacdo intracelular
da NS4B, foram identificadas através da geracdo de AcM murinos, possibilitando implicacdes

em futuras analises estruturais a respeito do DENV, e possiveis novos alvos terapéuticos.

Em relacdo a prM, estudo como o realizado por Dejnirattisai et al., (2010), mostrou,
através de um painel de 301 AcM humanos, um quadro de resposta diferente daquele
esperado em relacdo a resposta humoral diante do DENV. A resposta anti-prM em infeccoes
secundarias foi dominante em 60% (IC: 67,3-52,2%) dos AcM , enquanto que a resposta para

a proteina E, representava 40% do reconhecimento, sugerindo que possivelmente a prM
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domine a resposta imunoldgica ao DENV nesses casos, e ndo a proteina E. O estudo da prM
tem trazido importantes informacdes a respeito da patogenicidade do virus, trazendo consigo
também, implicacdes no desenvolvimento de imunobioldgicos, uma vez que o conhecimento
dessas regides norteiam epitopos a serem evitados no desenvolvimento de vacinas, ou
bloqueados, nos casos do desenvolvimento de terapias antivirais (JULANDER et al.,2011 ,
SAUTTO, 2013).

Outra analise importante relacionada aos AcM no contexto da dengue é a verificacdo
da reatividade cruzada dos mesmos frente aos quatro sorotipos do virus ou frente a amostras
bioldgicas do hospedeiro. AcM que apresentam reatividade cruzada entre os 4 sorotipos, ou
frente a células do hospedeiro tém sido associados principalmente a patogénese viral, podendo
sua utilizacdo contribuir no esclarecimento de lacunas existentes na fisiopatologia da Dengue,
especialmente na questdo do agravamento dos casos. Em Dejnirattisai et al., (2010), foi
observado que metade dos AcM anti-NS1 apresentaram limitada reatividade cruzada entre os
sorotipos, enquanto que 0os AcM anti-E e prM apresentaram ampla reatividade cruzada frente
aos quatro sorotipos do DENV. Essa reatividade cruzada dos anticorpos frente aos sorotipos
heter6logos tem sido apontada como uma das principais causas do fenbmeno de ADE, e
diversos estudos utilizando AcM, a exemplo de Beltramello et al. ,(2010) e Wahala et al.,
(2011), trazem a informacdo de que provavelmente a principal proteina envolvida nesse
mecanismo seja a prM. Ja em estudos como o realizado por Falconar (1997), AcM dirigidos
contra a proteina NS1 foram testados quanto a sua capacidade de reagir frente a elementos do
hospedeiro, mostrando que AcM dirigidos a esta proteina podem reagir de maneira cruzada
com células endoteliais, fibrinogénio e plaquetas, eventos que estdo intimamente ligados aos

quadros de hemorragias.

Uma das mais importantes contribuicdes dos AcM monoclonais no contexto da
dengue se da na busca de anticorpos neutralizantes para o virus. Anticorpos neutralizantes sdo
aqueles que se ligam nas proteinas do envelope ou capsideo viral, impedindo a adsor¢do e
penetracdo do virion nas células, promovendo assim uma resposta protetora (ABBAS, 2008).
Acredita-se que a producdo de imunobiologicos seguros e eficazes para 0 DENV dependa da
inducdo de uma resposta neutralizadora do AcM frente aos quatro sorotipos, promovendo
protecdo total, uma vez que uma protecdo parcial poderia tornar os individuos vacinados
ainda mais susceptiveis a dengue grave. (AZEVEDO, 2009). Em um estudo realizado por

Shrestha et al., 2010, foi gerado um painel de 79 AcM murinos, nos quais 16 reagiram
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fortemente com a proteina E dos quatro sorotipos . Através da utilizacdo de andlises
cristalogréficas de raios-X, foi realizado o0 mapeamento dos epitopos reconhecidos por esses
AcM, evidenciando que os mesmos apresentavam-se localizados em regiées do Dominio I (
DIII) da proteina E. Em estudo anterior a este, realizado por Rajamanonmani et al., 2009,
também utilizando a metodologia da producdo de hibridomas murinos, foi produzido um
AcM para a regido DIII da proteina E do DENV-2, capaz de reagir de forma cruzada com os
outros 3 sorotipos da dengue. Além disso, esse  AcM mostrou-se neutralizante para os quatro
sorotipos virais em ensaios de reducdo de placa, mostrando-se um candidato para a
otimizacdo e humanizagédo de um anticorpo terapéutico no tratamento de infeccbes graves por

dengue.

Em um estudo recente, publicado na Nature Imunnology, Dejnirattisai et al., 2015,
caracterizaram 145 AcM humanos, identificando um epitopo até entdo desconhecido, na
regido dos dimero envelope (EDE), que ligam as duas subunidades da proteina E no DENV
maduro. Os AcM que reconheceram a EDE mostraram-se amplamente reativos frente aos
soros dos pacientes, capazes de neutralizar o virus tanto em células de inseto como em células
humanas. Esses resultados tém implicagdes para o desenvolvimento de vacinas de subunidade

contra o virus da dengue, induzindo uma reposta protetora direcionada para este sitio.

Outra utilizacdo dos AcM, ndo menos importante, se da na sua aplicacdo no setor dos
imunodiagnosticos. Uma vez que ainda ndo existem vacinas ou antivirais, um diagndstico
rapido e preciso, nas etapas iniciais da infeccdo, apresenta-se como ferramenta fundamental
para 0 sucesso no tratamento da dengue (WHO, 2012). Nesse contexto, AcCM tém sido
desenvolvidos na tentativa de melhorar a sensibilidade e especificidade dos mais diversos
formatos de Kits laboratoriais. Assim, diversos clones produtores de AcM ja foram obtidos
para 0S quatro sorotipos virais, com a imunizacdao de animais frente a particulas nativas ou
proteinas recombinantes (FALCONAR et al., 1991; ANTUNEZ et al., 2000, MAZZAROTO,
2009).

Atualmente, 0s ensaios imunoenzimaticos mais utilizados na deteccdo do DENV séo
0s ELISAS de captura que detectam IgM, IgG ou NS1, no entanto, estratégias, como a
construcdo de proteinas quimericas de NS1, contendo regides conservadas dentro dos quatro
sorotipos do DENV, tem sido utilizadas para a producdo de AcM com melhor sensibilidade.

GOWRI, et al., (2014), em seu estudo, relatou que anticorpos direcionados para NS1 e PrM
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em associagdo aumentaram a sensibilidade do diagnostico da dengue, sendo capazes inclusive
de diferencia-la de outras infec¢cdes por Flavivirus , como o virus da encefalite japonesa.
Outros autores como Vazquez et al.,2009; Noda et al., 2012, vem trazendo a possibilidade de
utilizacdo de outras proteinas virais, como a proteina C, na identificagdo do virus em

diagnostico.

Apesar da técnica j& se encontrar bem padronizada, no Brasil ainda hd um déficit em
sua producdo e aplicacdo como insumo biotecnoldgico. Existem no mercado nacional alguns
testes para o diagnostico da dengue, em sua maioria no formato de ELISA. Porém a maioria
desses Kits sdo importados de paises europeus, EUA ou Australia, a exemplo do kit Pan Bio
Dengue TM (Brisbane,Australia), o mais importado pelo governo Brasileiro (MAZZAROTO,
2009). A necessidade de importacdo acaba que por onerar 0os precos do diagnostico da
dengue, o que prejudica especialmente o Sistema Unico de Satde (SUS). No Brasil, Zanluca,
et al., (2014) produziram e caracterizaram 22 AcM dirigidos contra isolados brasileiros de
DENV-1,DENV -2 e DENV-3, com 0 objetivo de contribuir para o diagndstico da Dengue, e
gerar possibilidades a industria biotecnoldgica nacional. No entanto, apesar de existirem
algumas pesquisas na América relacionadas a producdo de AcM para o DENV-4, a exemplo
de Morens, 1987; Antlnez 2000; até o momento, ndo houve a producdo de AcM para este
sorotipo no Brasil, 0 que torna pesquisas nesse contexto de grande importancia, em especial

nesse momento de reaparecimento do mesmo apos 31 anos sem ser identificado no pais.
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3.0 - JUSTIFICATIVA

Em um pais de dimensdes continentais e com uma populacdo especialmente afetada
pela dengue, conta-se com o rapido diagnostico para o tratamento e melhor prognéstico do
paciente, possibilitando assim a reducdo da mortalidade. Pesquisas que envolvam a produgéo
de AcM tem potencial bastante diversificado, especialmente no setor de imunobiologicos e
imunodiagnosticos, podendo contribuir para o desenvolvimento da inddstria biotecnoldgica
do pais. Nesse sentido, a producdo de AcM para 0 DENV é capaz de trazer avan¢os ndo
apenas ao aspecto comercial, mas também a nivel social, pois possibilita op¢fes de um
diagnostico como boa sensibilidade e especificidade, porém com menor custo ao Sistema

Unico de Salde.

Tendo em vista a introducdo do sorotipo 4, até entdo a 31 anos sem circular no pais, o
desenvolvimento de AcM para essas novas cepas circulantes mostra-se de grande interesse,
uma vez que podem permitir melhor o desenvolvimento de testes com melhor sensibilidade e
especificidade para o virus atualmente em circulacdo. Aliado a isso, as contribuicfes desses
anticorpos em pesquisas podem auxiliar a compreensdo da interacdo patdgeno-hospedeiro,
especialmente no entendimento da evolugdo para os casos graves, mecanismo ainda nao

suficientemente compreendidos.
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2.1 Objetivo Geral
Produzir e caracterizar de anticorpos monoclonais para 0 DENV-4.
2.2 Objetivos Especificos
-Produzir antigeno viral em cultivo de celulas C6/36 do Aedes albopictus.
-Semi-purificar e concentrar o antigeno viral por ultracentrifugacéo.
-Produzir anticorpos monoclonais por hiperimunizagdo de camundongos BALB/c.

-Caracterizar 0s anticorpos monoclonais por ELISA, Western-Blot, Dot-Blot

Imunofluorescencia indireta.

-Analisar potencial uso no diagnostico de DENV-4.
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5.0 MATERIAIS E METODOS

5.1 Desenho experimental

A producdo e caracterizacdo dos anticorpos monoclonais (AcM) murinos foi realizada

de acordo com o esquematizado na Figura 11.

Produgdo do Virus
DENV-4/2011 Titulagdo por ELISA
indireto

Hiperimunizagdo

dos camundongos Dot-Blot
I ~
Producédo dos —_— Caracteriza¢do dos AcM Imunofluorescéncia
Hibridomas

Triagem/clonagem
ereclonagem/
expansao -
I Aplicacéo como
ferramenta diagnostica

Western-Blot

rProdu<;50 do liquido
ascitico contendo
AcM

Figura 11. Desenho experimental do processo de producdo e caracterizacdo dos AcM.

5.2 Isolado Viral

A cepa viral utilizada para a producédo dos AcM (DENV-4/2011 ) foi isolada em 2011
por Pinho, (2013) e teve sua sequéncia depositada no Genbank com nimero de acesso
JQ513345. O DENV-4/2104 foi isolado em células C6/36, no Laboratério de Virologia da
Universidade Federal da Bahia (LABVIRO) e armazenado a -20°C. O isolamento de ambas as
cepas de DENV-4 foi realizada a partir de amostras sorolégicas provenientes Hospital

Alianca, Salvador-Bahia, sendo que antes de cada isolamento, o diagnostico soroldgico foi
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confirmado no LABVIRO através de biologia molecular (RT-PCR, de acordo com a
metodologia descrita em LANCIOTTI et al., 1992).

5.3- Culturas de Células
e Linhagem C6/36

As células de linhagem C6/36 provenientes do Aedes albopictus foram propagadas em
meio Leibovitz’s L15 (Gibco®) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e solucio
(100X) de penicilina 5 mg/ml , estreptomicina 5 mg/ml, neomicina 10 mg/mL (Gibco®) ;
10% de caldo triptose fosfato, e incubadas a 28°C em frascos com tampa selada. Como meio

de manutencéo, foi utilizado o L-15 com reducdo para 5% de SFB, trocados a cada 48 horas.
e Linhagem SP2/0

As células mieldmicas SP2/0 de origem murina foram mantidas em Iscove’s Modified
Dulbecco’s Medium (Iscove’s Modificado) (Gibco®), suplementado com 10% de SFB, 2mM
de L-Glutamina; 5 mg/ml de penicilina, 5 mg/ml de estreptomicina, 10 mg/ml neomicina e

incubadas a 37°C e 5% de CO,. Trocas foram realizadas a cada 48 horas.

5.4 Isolamento e producao de antigeno viral

5.4.1 Isolamento viral

Para isolamento do DENV-4/2014, monocamada celulares mantidas em tubos de
dimensdes 16 x 125 mm foram inoculadas com 25 pL de soro infectado. Durante o processo
de inocula¢do o meio foi substituido para o L-15 (Leibovitz’s L15) com apenas 2,5% de SFB
(Soro Fetal Bovino), suplementados com penicilina 5 mg/ml , estreptomicina 5 mg/ml,
neomicina 10 mg/mL (Gibco®) e 10% de caldo triptose fosfato. A cultura foi entdo incubada
a 28°C e analisada por um periodo de 15 dias até a visualizacdo do efeito citopatico (ECP). As
culturas com ECP foram entdo lisadas pelo processo de congelamento e descongelamento (-
20°C) e centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos. Uma aliquota de 150 pL do sobrenadante
foi tomada e utilizada para a segunda inoculacdo viral. Foram realizadas 3 passagens cegas
em tubos, e no final do processo o sobrenadante foi analisado via RT-PCR quanto a presenca

do virus.
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5.4.2 Producéo do Antigeno

Apls a propagacdo das células de linhagem C6/36 e formacdo completa da
monocamada celular, as células foram infectadas com o virus DENV-4/2011 e incubadas por
um periodo de 10 a 15 dias, intervalo no qual foi verificado ECP. Apos esse periodo, 0s
cultivos foram congelados e descongelados uma vez, e o sobrenadante coletado e centrifugado
a 10.000g durante 15 minutos a 10°C. O pellet desse processo, contendo células lisadas e
DENV-4, foi coletado e quantificado pela técnica de Lowry, para posterior aplicacdo nos
ensaios de caracterizagdo ELISA, Dot-Blot, tendo sido referenciado nesse estudo como
extrato proteico de células infectadas (Cl). Para os controles negativos, 0 mesmo
procedimento foi realizado em células C6/36 ndo infectadas, tendo sido referidos como
extrato proteico de células ndo infectadas (CN).

O sobrenadante foi submetido a um processo de precipitagdo viral com PEG
(polietileglicol)-8000 (8%) e NaCl (Cloreto de Sdédio) (2,3%) sob agitacdo constante
“overnight” a 4°C. Na sequencia, o sobrenadante foi centrifugado a 10.000 g por 30 min a
4°C, coletado (para etapas posteriores), e o sedimento ressuspenso em PBS (Solugédo Salina
tamponada com Fosfato), sendo submetido a nova centrifugacdo a 5.000g por 20 min a 4°C.,
O sedimento formado foi novamente ressuspenso, dessa vez em NET (Tris HCI 50mM,
EDTA 1mM e NaCl 100mM, 10%). O sobrenadante da precipitacdo inicial com PEG sofreu
nova centrifugacdo, de acordo com o processo descrito, a fim de se recuperar sedimentos que
por ventura ainda se encontrassem no meio.

Apbs ressupensdo em NET, foi realizada uma ultracentrifugacdo, concentrando uma
maior quantidade de particulas virais, que posteriormente tiveram o teor proteico quantificado
através do método de Lowry. Finalizado esse processo de concentracdo, o antigeno foi
utilizado para as imunizacgdes dos camundongos BALB/c e caracterizagdo por Western-blot.

5.5 Animais de experimentagao

Foram necessarios 20 camundongos BALB/c com aproximadamente 6 semanas de
idade para a producdo nos AcM murinos e liquido Ascitico. Adicionalmente, foi necessario
uma ratazana (Rattus norvegicus albinus) para a coleta de células do timo e estimulagdo do

crescimento dos clones. Os animais foram mantidos no biotério do laboratério de Imunologia
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da UFBA, ap0s registro e aprovacdo pela Comissdo de Etica no Uso de Animais/CEUA da
Universidade Federal da Bahia, protocolo numero 044/2013. Os animais foram alimentados
com racdo comercial, agua a vontade e mantidos a temperatura de 23°Cx 2°C. Todos 0s
procedimentos e coletas de material bioldgico foram realizados em consonancia com as
normas descritas na Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais para Fins
Cientificos e Didaticos — DBCA, estabelecido pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal — CONCEA, 2013.

5.6 Producdo dos anticorpos monoclonais (AcM)

5.6.1 Hiperimunizag¢do em camundongos

Para a inducdo e estimulacdo da resposta imune humoral, foram injetados nos animais
quatro vezes, por via intraperitoneal, o equivalente a 50ug de proteina viral emulsificada em
500uL de adjuvante completo de Freund (Sigma®) na primeira inoculacio, e 25ug do antigeno
com adjuvante incompleto de Freund nas trés inoculacGes posteriores. O intervalo entre as
imunizacbes foi de uma semana. Apds trés dias da ultima inoculacdo, os animais foram
desafiados inoculando o virus intraperitonealmente sem adjuvante de Freund e 4 dias depois
foram entdo sacrificados por deslocamento cervical . Amostras de sangue, obtidas através da
orbita ocular, foram centrifugadas a 3000 rpm por 5 min, e armazenadas a -70°C até a sua
utilizacdo. Um camundongo ndo imunizado foi reservado para coleta de soro negativo frente o
DENV-4.

5.6.2 Retirada e processamento do bago pds-imunizacéo

Apbs sacrificio, os camundongos foram submergidos em alcool iodado para assepsia e
remoc&o cirargica do baco. Em sistema esteéril, o baco foi retirado, lavado com PBS, cortado
em pequenas fragdes com auxilio de uma lamina delgada e macerado suavemente atraves de

uma peneira em contato com meio Iscove’s Modificado em placa de petri. A suspensao
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celular foi entdo transferida para tubos e submetida a centrifugacdo de 1500 rpm por 5 min.
Feito isso, o sobrenadante foi descartado, e as células esplénicas resuspensas em 10 mL de
meio com antibidticos, sem SFB, e entdo lavadas 2 vezes com centrifugacdo a 1500 rpm por 5
min. Em seguida, essas células foram ressuspensas em 5mL de meio Iscove’s ¢ contadas em
camara de Neubauer sob coloracéo vital do azul de tripan (0,5%). Ap6s contagem, as células

esplénicas foram utilizadas no processo de fusao celular na proporc¢éo de 5:1 de células SP2/0.

5.6.3 Fuséo celular

Apbs crescimento em garrafas de cultivo de 75 cm?, células SP2/0 foram coletadas,
centrifugadas a 2000 RPM por 5 min., ressuspensas em 10 mL de PBS, e contadas em camara
de NeuBauer. As células esplénicas e as células mielomicas foram entdo misturadas em
proporcdo de 5:1 em meio Iscove’s sem SFB e centrifugadas a 10000 g por 10 min. a 4°C.
Seguiu-se com descarte do sobrenadante e a ressuspensao das células em 1mL de uma solucéo
de PEG 400 (Sigma ®)1:2 com PBS, a 37°C , em um tubo submerso em banho térmico a
37°C, tendo o mesmo sido homogeneizado de forma continua durante 1 min. Em seguida,
foram adicionados bem lentamente 20mL de Meio Iscove’s Modificado sem SFB e
centrifugado a 1.000g por 10 min., a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as células
ressupensas delicadamente em meio Iscove’s Modificado acrescido de antibioticos e 20% de
SFB, para entdo ser distribuida em placas de cultivo de 96 pocos, em aliquotas de 100
puL/poco.

Apb6s distribuicdo nas placas, foram adicionados aos pogos 5 x 10° feeders cells ou
“células alimentadoras” provenientes do timo da ratazana -Rattus norvegicus, (coleta similar
ao realizado no item 5.5.2). Finalizado esse processo, as placas foram incubadas a 37°C, 5%
de CO2, 90% de umidade e ap6s 24 horas foi adicionado 100uL de meio Iscove’s Modificado
com Glutamina, antibioticos, 20% de SFB e o HAT (Hipoxantina, Aminopterina e Timidina-
Sigma®) a fim de selecionar apenas as células hibridas. A cada 48 horas, foram realizadas
trocas de meio contendo HAT até o 12°dia ap6s a fusdo. A aminopterina foi retirada
gradativamente da cultura, de forma que a partir do 12° dia, foi utilizado o meio acrescido
apenas de HT (hipoxantina e timidina) por mais 4 dias até retirada completa. Apds a
observacao de uma confluéncia celular de 75% nos pocos, foi realizado o processo de triagem
das celulas hibridas.
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5.6.4 Triagem das celulas hibridas

Ap06s confluéncia de 75% nos pocos, o sobrenadante das células hibridas secretoras de
anticorpos anti-DENV-4 foram triadas através de sua reatividade frente ao virus em placas de
poliestireno sensibilizadas (ELISA). Para tal, 30ug de extrato de células C6/36 infectadas
foram adicionados aos pocos, diluido em tampédo carbonato-bicarbonato (Na,COs; 1,7¢/L;
NaHCO; 2,86g/L) 0,05M, pH 9,6 e incubadas “overnight” a 4°C. Apds incubacgio, as placas
foram lavadas 3 vezes com PBS-tween (20) 0,05% e blogueadas com leite desnatado diluido
(MOLICO, Nestlé) 5% em PBS por uma hora a 37°C. Em seguida, os sobrenadantes dos
clones foram adicionados em cada pogo, assim como 0 soro hiperimune e 0 soro negativo
como controles, e incubados “overnight” a 4°C. Os controles foram utilizados sob a diluigdo
de 1:1000 em PBS-leite (0,05%). Apds periodo de incubacdo, as placas foram lavadas 3 vezes
com PBS-tween (20) 0,05% e entdo o conjugado [ IgG anti-camundongo conjugado com
peroxidase produzido em Cabra (Sigma®)], diluido 1:2500 em PBS-leite 0,05%, foi
adicionado, com posterior incubagdo da placa por 1 hora a 37°C. Apos esse periodo, as placas
foram lavadas 2 vezes com PBS-tween (20) 0,05% e 1 vez com PBS, para entdo ser
adicionado o revelador. A reacdo foi revelada com a solucdo substrato-cromoégeno de
peréxido de hidrogénio e TMB (3,3,5,5-tetrametilbenzidina, Sigma®) respectivamente, por
20 min., interrompida com &cido hidrofluoridrico 0,125% e lida em Espectrofotémetro sob o
comprimento de onda de 630nm.

5.6.5 Clonagem e Expanséao dos clones Produtores de Anticorpos Monoclonais

Apos a identificacdo das células hibridas produtoras de AcM, seguiu-se com o
processo de clonagem, de acordo com o método de diluicdo limite, para entdo partir para o
processo de expansdo em placas e frascos de poliestireno de 75 cm? de cultivo celular. Os
clones produtores detectados no ELISA foram resuspensos em Meio Iscove’s Modificado
acrescido de Antibioticos, 20% de SFB e L-Glutamina, e diluidos em série sob a razéo de 2
até que houvesse apenas 1 célula do clone/poco. Associado a esse processo, foram
distribuidas nos pocos as células do timo de ratazana. As placas foram entdo incubadas a 37°C
e 5% CO,, com troca de meio a cada 48 horas, e acompanhamento do desenvolvimento clonal

até a tomada de pelo menos 90% dos pogos.
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A partir desse momento foi iniciado o processo de expansdo clonal, no qual foram
selecionados os pocos de maior diluicdo das células cujos clones tivessem se desenvolvido.
Foi realizado um novo ELISA para a analise da producéo de anticorpos, e entdo selecionados
para expansdo, os clones produtores cujo sobrenadante apresentaram maior concentracdo de
AcM em leitura colorimétrica (maiores D.O.) . As células foram ressuspensas em Meio
Iscove’s Modificado com Antibioticos, 20% de SFB, L-Glutamina, e transferidas para placas
de 24 pocos, com troca do meio contendo 10% de SFB, a cada 48 horas. O mesmo processo
foi repetido transferindo-se as células para placas de 6 pocos, e finalmente para os frascos de
75cm?, com posteriores repiques em um segundo frasco de 75cm? , garantindo uma
quantidade de 2,5 x 10° células que posteriormente foram inoculadas nos camundongos para a

producdo de liquido ascitico.
5.6.6 Obtencao de liquido ascitico

Foi injetado 0,5 mL de Pristane (2,6,10,14-tetrametil-pentadecano) (SIGMA®)
intraperitonealmente nos camundongos BALB/c estimulando uma resposta inflamatoria.
Apos sete dias, foi injetado nos camundongos, intraperitonealmente, uma suspenséo de 2,5 x
10° células de hibridoma. Apés seis dias, o liquido ascitico foi obtido por puncdo abdominal.
Apbs coleta, o liquido ascitico foi centrifugado a 10.000 RPM por 5 minutos, coletado o

sobrenadante e armazenado a -20°C para a realizagdo dos ensaios de caracterizacéo.
5.7 - Ensaios para a caracterizacdo dos anticorpos monoclonais (AcM).
5.7.1 ELISA Indireto

O ELISA Indireto utilizado para a titulacdo dos anticorpos em liquido ascitico foi
realizado de maneira muito similar ao realizado na triagem (item 5.6.4). Os pocos da placa de
poliestireno foram sensibilizados com 30ug do extrato proteico de células C6/36 infectadas
diluidas em tampéo carbonato-bicarbonato. Apods incubacdo “overnight”, as placas foram
lavadas e bloqueadas com leite desnatado. Foram realizadas entdo diluiches seriadas do
liquido ascitico, em PBS-leite 0,5%, em intervalos que variaram 1:4 a 1:516, na razdo de
diluicdo 2 . Foram utilizados como controles positivo e negativo, soro hiperimune e 0 soro

negativo respectivamente, sob a diluicdo de 1:1000 em PBS-leite (0,05%), em duplicata. As
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placas foram incubadas “overnight” a 4°C, e no dia seguinte, lavadas 3 vezes com PBS-tween
e incubadas com o conjugado (1:2500 em PBS-leite 0,05%) por 1 hora a 37°C. Apds esse
periodo, procederam-se mais 3 lavagens e revelacdo como o descrito no item 5.6.4.0s
resultados obtidos foram entdo plotados no Software Excel, e analisados através da confec¢do

de grafico para as curvas de titulacao.

5.7.2 Imunofluorescéncia Indireta (1FI)

Células C6/36 infectadas foram coletadas, contadas em cdmara de Neubauer, e entdo
misturadas na proporcao de 1:4 para células ndo infectadas. Como controle negativo, foram
testadas a reatividade dos AcM frente a células C6/36 ndo infectadas. Em sequéncia as células
foram adicionadas aos pocos das laminas de imunofluorescéncia, fixadas com acetona a -
20°C por 10 min, e entdo incubadas com 0s AcM “overnight” em camara imida a 4°C. Ap0s
esse periodo, as laminas foram lavadas 3 vezes com PBS (10 min cada lavagem) para entdo
serem incubadas com 1gG anti camundongo marcada com fluoresceina (FITC) em diluicdo de
1:40. Apos incubacdo, as ldminas foram novamente lavadas (3 vezes em PBS) , contra-
coradas com azul de Evans, e montadas para visualizacdo. Para a montagem, em cada poco
foi adicionado uma aliquota de 10 pL de Glicerina ( diluida em 1:2 com PBS), seguido da
adicdo de uma laminula, para entdo verificacdo no microscépio de fluorescéncia. A reacao foi
positiva para a observacao de uma coloragéo verde fluorescente no citoplasma celular.

5.7.3 Detecc¢do do antigeno viral: DOT-BLOT

Foram transferidos para uma membrana de nitrocelulose (Amersham Biosciences),
através de um multifiltro Dot-blot, 100 uL de suspensdes contendo 30, 15, 10 ¢ 5 pg do
extrato de células C6/36 infectadas com DENV-4 (Cl) e extrato de células ndo infectadas
(CN) para controle negativo. As membranas foram cortadas (em formato de tiras) e
bloqueadas com PBS-leite 5% , para evitar sitios livres de reagdo, por 1h a temperatura
ambiente sob agitacdo constante. Em seguida, as tiras foram imersas individualmente nos

liquidos asciticos, diluidos 1:5 em PBS-leite 0,5%, contidos em pequenos “pacotes” plasticos,
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que apds a adicdo das tiras foram selados de maneira a evitar perda da solugdo. Esse sistema
foi entdo incubado “overnight” a temperatura ambiente, e apds o periodo, cada membrana foi
lavada com PBS-tween (PBS-Tween (20) 0,05%) , 3 lavagens por 10 minutos sob leve
agitacdo, e incubadas com anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado com peroxidase,
diluido em 1:2500 com PBS leite ( 0,05%) , por 1 hora. Finalizando o periodo de incubacé&o,
foram realizadas lavagens com PBS-tween (2 lavagens por 10 minutos) e 1 apenas com PBS,
10 min., seguindo-se da revelagdo com 3’3’ Diaminobenzidina (DAB) (10mg/10ml PBS) na
presenca de perdxido de hidrogénio (10ul). A reag¢do foi interrompida com sucessivas

lavagens em &gua destilada

5.7.3- Processo de coloracdo do SDS-PAGE para analise do perfil de fracionamento

proteico

Inicialmente, 60 g de proteinas do DENV-4 semi-purificado foram desnaturadas com
reagente de Laemmli (LAEMMILI, 1970), (100 mM Tris-HCI pH 6.8, 4% SDS, 20%
glicerol, 0.2% azul de bromofenol) e fervura em banho maria durante 3 minutos. Apds
desnaturacdo, as proteinas foram entdo fracionadas por eletroforese em gel de poliacrilamida,
em gradiente de 5-15%, e fixadas no gel com uma solu¢do de metanol/ acido acético/ agua nas
proporcbes de 50:10:40 respectivamente, por 1 h, e leve agitacdo. Em seguida, o gel foi
imerso em uma solucdo de metanol: &c. acético e agua nas proporcdes descritas, adicionado
de 0,2 % de azul de coomassie, por “overnight” a -4°C. Por fim, seguiu-se com 0 processo
de descoloracdo do gel com uma solucdo de metanol/ &cido acético/ agua nas proporcdes
10:5:85 , de forma que as proteinas permanecerdo na coloracdo azul enquanto que a
poliacrilamida voltara a coloracdo translucida.

Os pesos moleculares das bandas visualizadas apds a colorag¢do foram calculados usando-
se 0 RF (Distancia em centimetros de migracdo da proteina no gel / distancia da migracdo do azul
de bromofenol presente no tampdo de corrida das amostras), e comparadas com o padrdo de

migracao das proteinas do marcador molecular proteico (Sigma-Aldrich ®, S8445).
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5.7.4- Processo de coloracdo do SDS-PAGE para a analise de Glicoproteinas

A metodologia utilizada para a identificacdo de glicoproetinas na eletroforese do
DENV-4 em poliacrilamida € descrita em GANDER, 1984. ApoGs eletroforese e
fracionamento proteico, o gel foi incubado por uma 1 hora em uma solucgéo de isopropanol/
acido acético/ agua nas proporcles de 25:10:65 respectivamente, no intuito de fixar as
proteinas. O gel entdo foi imerso em outra solu¢cdo com as mesmas propor¢des descritas de
isopropanol/ acido acético/ agua, acrescida de 0,2% de azul de bromotimol por 2 horas. Na
sequencia, foi realizada uma segunda incubagio do gel em uma solugdo contendo Acido
Sulfarico e Etanol Absoluto na proporcdo (80:20) em temperatura ambiente, com agitacéo
constante, até a verificacdo de uma opalescéncia no gel. As bandas com glicoproteinas
inicialmente mostram-se vermelhas, mantendo-se nessa coloracdo por até 1 hora. Prossegue
com descoloracdo do gel com &gua, e a apresentacdo das bandas correspondentes as

glicoproteinas em amarelo.

5.7.5 Eletrotransferéncia das Proteinas Virais: WESTERN - BLOT

SuspensBes contendo 60 g de proteinas do virus concentrado foram inicialmente
desnaturadas com a adicdo de reagente de Laemmli e fervura em banho maria durante 3
minutos. As proteinas virais foram fracionadas por eletroforese em gel de poliacrilamida a
15% e entéo transferidas para membranas de nitrocelulose por eletrotransferéncia durante 1h a
100 mA. Para a verificacdo do sucesso da eletrotransferéncia das proteinas virais, as
membranas foram submetidas a coloracdo com vermelho de Ponceau 10%, e uma vez
constatada a presenca das bandas proteicas, foram cortadas as tiras correspondentes ao perfil
eletroforético de cada pogo preenchido para fracionamento. Em seguida, as tiras foram
descoradas em PBS e bloqueadas com 5% de leite desnatado liofilizado (MOLICO, Nestlé)
diluido em PBS, sob agitacdo constante, e temperatura ambiente por 1 hora. Feito isso, as tiras
foram individualmente imersas no liquido ascitico em diluicdo 1: 5 em PBS-leite 0,5%, em
sistema idéntico ao descrito no item 5.6.3, e incubadas “overnight” a temperatura ambiente.

Apos periodo de incubacdo, seguiu-se com as lavagens das membranas em PBS-

Tween (3 lavagens a cada 10 min. cada) e incubag¢do com o anticorpo secundério anti-IgG de
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camundongo conjugado com peroxidase (1:2500) durante 1 h e 37°C. Ap0s esse periodo, as
tiras foram mais uma vez lavadas em PBS-Tween (2 lavagens por 10 minutos) e PBS ( 1
lavagem por 10 min.) ¢ por fim reveladas com uma solu¢ao de 3’3’ Diaminobenzidina (DAB)
(10mg/10ml PBS) na presenca de peroxido de hidrogénio (10ul). A reagdo foi interrompida

com sucessivas lavagens em &gua destilada.
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6.0- RESULTADOS

6.1 Producéo do antigeno viral e desenvolvimento da fusdo

Apds a propagacao das células C6/36 e infeccdo viral, o efeito citopatico foi verificado
no 15° dia de incubacdo, e a presenca do DENV-4/2011 confirmada pelo RT-PCR. O efeito
citopatico observado esta demonstrado na Figura 12, no qual houve um padrdo de
descolamento de células e deformacao da monocamada, assim como e formac&o de sincicios e

uma leve alteracdo na morfologia de algumas células arredondadas para fusiformes.

Fonte: Autora, 2014

Figura 12. Efeito citopatico em células C6/36 infectadas com o DENV-4. Microscopia 6tica
sob o aumento de 100x. A — Monocamada de células C636 sem a infeccdo. B — Efeito
citopatico ap6s 10 dias de infeccdo com o DENV-4. Nota-se formacdo de sincicios, a exemplo
dos indicados pelas setas, efeito citopatico caracteristico do DENV na infeccdo de células

C6/36, além de um padrdo de descolamento da monocamada celular.

Dado seguimento do processo de concentracdo viral com o PEG, as concentragdes de
proteinas obtidas, segundo analise pelo método de Lowry, variaram de 1,3mg/mL a 2,3
mg/mL. Para o processo de fusdo, as células de mieloma foram misturadas com esplendcitos
de camundongos imunizados contra 0 DENV-4 e distribuidas nas placas de 96 pocos,
obtendo-se resultado bastante satisfatorio, pois quase todos 0s pogos continham pelo menos
um clone apds 15 dias da sua formacdo (Figura 13). Através da triagem com ELISA, pdde ser
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observada a presenca de 110/240 pogos com producdo de anticorpos que atingiam densidade
otica (D.O) acima de 0,155 o que corresponde a 45,83% desse total, e desses, 39/110 (35,45
%) apresentaram D.O acima de 0,200. Dentre as culturas de células hibridas, foram
selecionados 10 com os sobrenadantes de maiores densidades Oticas para a realizacdo do
processo de expansdo clonal e producdo do liquido ascitico, tendo os mesmos sido
denominados A2, B1, B4, C11, D2, E4, F10, F12, H1, H12.

Fonte: Autora, 2014

Figura 13. Desenvolvimento dos hibridomas. A- Mistura de células de SP2/0, esplendcitos e
células de timo no 1° dia da fusdo. B- Hibridomas apos 15 dias de incubagdo. Células sob

cultivo em placas de 96 pogos observadas em microscopia 6tica sob o aumento de 400x.

6.2 Caracterizagdo dos AcM anti-DENV-4.

6.2.1 Titulacé@o dos AcM
Através do ELISA foi realizada a titulacdo dos 10 anticorpos monoclonais em liquido

ascitico frente a placas sensibilizadas com o virus. A partir da relacdo D.O versus dilui¢do foi
possivel a confecgdo de curvas padrdo para comparacao das titulagdes do AcM nos liquidos

asciticos (Figura 14).

Através do gréafico, foi analisado o ponto de inflexdo como referéncia para as titulacGes
6timas de uso dos AcM. Observa-se que um ponto de inflexdo para a maioria dos AcM ( E4,
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H12, H1,A2, B4, Bl) seria de 1/64, com excecdo para 0os AcM C11, F12, D2 que por
apresentarem pontos de inflexdo muito proximos ao controle negativo, apresentam sua

titulacdo 6tima nas diluicdes de 1/16.

ELISA Indireto frente ao DENV-4/2011

0,9 —+—E4
—Cl1

N — "
o NS RN o
NEERRNSS N .

0,1

D.0

1/4 1/8 1/16 1/64 1/128 1/216 1/512

Diluicio do liguido ascitico

Figura 14. Titulagdo dos AcM frente ao ensaio no modelo ELISA Indireto. As curvas padréo
foram obtidas através da relagdo Densidade Otica (D.O) e diluicdo do liquido ascitico. A
diluicdo de 1/64 mostra-se como o ponto de inflexdo comum aos AcM E4,H12,H1,A2,B4;B1,
e 1/16 parao C11, F12, D2.

6.2.2 Dot-Blot: Detec¢do de antigeno viral

Através da técnica do Dot-Blot foi possivel selecionar dentre os 10 AcM testados, aqueles que
apresentam uma maior reatividade para proteinas virais no extrato de células C6/36 infectadas
(CI). Foram testadas as concentragdes de 30, 15, 10 e 5 pg de extrato Cl, e extrato de células
C6/36 ndo infectadas (CN) como controle negativo. Foi possivel verificar, de acordo o
evidenciado na Figura 15, que todos os AcM testados (A2, B1, B4, C11, D2, E4, F10, F12,
H1, H12) foram capazes de detectar proteinas no extrato CI, no entanto, em altas
concentragdes (30 e 15 pg) houve a verificagdo de um reconhecimento inespecifico dos AcM
frente ao extrato CN. Nesse sentido, foram determinadas as concentragfes de proteinas a qual

houvesse a maior reatividade dos AcM, mas com menor reconhecimento do padréo celular.
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Baseado nesses critérios, os AcM F10, D2, H12, H1, B4, B1 apresentaram deteccdo 6tima em
10ug dos extratos celulares, enquanto que o AcM E4 apresentou concentracdo 6tima de 5ug
do extrato . Por fim, foi observado que os AcM A2, C11 e F12 ndo mostraram capacidade de

distingdo entre proteinas de células infectadas ou ndo infectadas.

Concentracéao ENSAIOS DOT-BLOT

CN CI CN CI CN CI CN CI CN CI CN CI CN CI CN CI CN CI CN CI

30ug—»
15ug— o

10pg—»

........................................................................................................................

Spg—»

F10 D2 E4 H12 H1 B4 Bl A2 C11 F12

Figura 15. Ensaio Dot-Blot realizado para 10 AcM. Tiras de nitrocelulose sensibilizadas com
diluicbes seriadas de extratos proteicos de células infectadas (CI) com o DENV-4/2011 nas
concentragdes indicadas, e extratos proteinas de células ndo Infectadas (CN) como controle.
Estdo ressaltadas nos quadros as concentragcfes 6timas do extrato proteico para a detec¢do dos

monoclonais por essa metodologia.

6.2.3 Imunofluorescéncia Indireta (IFI) em Células C636.

Foi realizada a IFI para a demonstracdo da capacidade dos AcM reconhecerem
proteinas virais em culturas celulares. A reatividade dos AcM anti-DENV-4 analisadas
através de ensaios de IFI mostrou que os AcM F10, B1, B4, H1, E4, H12 foram claramente
positivos na reacdo imunofluorescéncia, como o demonstrado na Figura 16. No entanto, 0s
AcM D2, A2, C11 e F12 mostraram fraca reatividade frente as células infectadas. E possivel
observar que os AcM F10, B1, B4, H1, E4 reconheceram inclusdes citoplasmaticas bem
distribuidas no citoplasma celular, enquanto o AcM H12 apresentou reconhecimento proteico
mais distribuido nas regides proximas a membrana celular. N&o houve reconhecimento do

controle (-).
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Controle -

Figura 16. Ensaio de imunofluorescéncia Indireta utilizando células C6/36. Reatividade dos
10 AcM produzidos frente a células infectadas com o DENV-4 (misturadas na proporcéo 1:4
para células ndo infectadas). Como controle negativo, células ndo infectadas. Foram utilizados
como anticorpos secundarios o anti-lgG de camundongo conjugados com FITC. Em seguida
as laminas foram contra-coradas com azul de Evans (0,1%) por 3 min e montadas com
glicerina/PBS e laminulas, para observacdo em microscopia de fluorescéncia. Visualizacéo

em aumento de 100X.
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6.2.4 Western-Blot

A reatividade dos AcM com proteinas virais foi determinada através de Western-blot.
Como etapa inicial do processo de identificacdo do alvo proteico dos AcM, foi realizado o
SDS-PAGE para fracionamento das proteinas do virus concentrado. Foi possivel a
visualizacdo de 6 bandas proteicas, no qual 5 delas foram correlacionadas aos pesos
moleculares das proteinas virais, de acordo com o descrito na literatura. Acredita-se que as
bandas localizadas no intervalo entre 24 e 36 kDa tratem-se de precursores prM, dentre as
quais, a de 24 kDa trataria-se da prM enquanto a de 36 kDa seria a C/prM. Outras bandas, na
altura de 55, 66 e 97 kDa foram relacionadas a NS1, E e E/E dimero respectivamente ( Figura
17. A'). ApGs essa analise, foi realizado outro SDS-PAGE , em gel de 15%, no intuito de
determinar quais das bandas eram compostas por proteinas com glicosilacbes em sua
estrutura, podendo ser bem visualizadas as 5 bandas mencionadas em coloragcdo amarela no
gel de Poliacrilamida (Figura 17.B).

No segundo momento, as proteinas do virus concentrado foram fracionadas em gel de
poliacrilamida e transferidas as membranas de nitrocelulose, seguida da incubacdo com os
AcM e revelacdo com 3,3-diaminobenzidina. Como pode ser verificado na Figura 18, 8 dos
10 AcM (E4, B1, F10, B4, D2, H1, C11, H12) foram capazes de reconhecer epitopos de
proteinas virais em condicdes desnaturantes. No entanto, ndo foi identificado reconhecimento,
nesse ensaio, para os AcM A2 e F12, podendo os mesmos tratarem-se de anticorpos reativos

para epitopos conformacionais.
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SDS-PAGE- 5 a 15% SDS-PAGE-15%
Cl \Y4
200,0
- —- _> 1l
116,0 E/E dimero
- i 1->E
970 ¥ E/E dimero
- 1 - »Ns1
66,0 E
55,0 -9 NS1
45,0 1=-?
36,0 - $ClprM ?
29,0 -»7? 1 - prM
24,0 = »prM
20,0
14,2
1.B- Quadro 1: Quadro 2:
Azul de Coomassie Coloragéo Glicoproteinas

Figura 17. SDS-PAGE. 17.A -Perfil de fracionamento do virus DENV-4/2011 concentrado
(V) em gel de gradiente 5-15%. MM- Marcador molecular Sigma-Aldrich S8445. As setas
indicam as provaveis proteinas virais, de acordo com os pesos moleculares. 17.B- Perfil de
fracionamento do virus DENV-4/2011 em gel de 15%, e perfil de fracionamento do extrato
proteico de células infectadas (Cl). Quadro 1: Coloragdo azul de Comassie. Quadro 2:
Coloragdo para glicoproteinas com azul de bromotimol, no qual em maio &cido, as bandas

correspondentes a proteinas glicosiladas encontram-se em amarelo.

Ainda em relacdo ao western-blot, foi possivel observar que os AcM E4, B1, F10, B4,
D2 ,H1, C11 reconheceram uma fracdo proteica localizada em aproximadamente 24 kD. Tal
peso molecular é compativel com a proteina prM, uma glicoproteina que varia de 19 a 26
kD. Além disso, foi possivel verificar que os AcM E4, B1 e B4 apresentaram reconhecimento
cruzado com outras proteinas associadas ao virus, como E, NS1 e C/prM. Além dessas, foi
possivel detectar uma fraca banda de reconhecimento inespecifico no extrato de células nédo
infectadas, na altura de 105 kD. Esses resultados, assim como os resultados anteriormente
apresentados foram sintetizados na Tabela 1.
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Fracionamento em gel

d diente 5-15% Fracionamento em gel de 15%
e gradiente 5-15%

v CN \ CN V CN V CN V CN V CN v CN V CN
105kDa -»
—» E/E Dimero
66kDa —»
> £
40kDa » - NS1
34kDa —»C/prM
30kDa » —»2 24kDa » —»prM
24xDa » —»prM
e 4
E4 B1 F10 B4 D2 H1 Cl1 H12

Figura 18. WESTERN-BLOT. Membranas de nitrocelulose com diferentes fracOes proteicas,
reconhecidas pelos AcM produzidos. CN (extrato de células ndo infectadas) , (V) Virus
concentrado. O SDS-PAGE do AcM E4 apresenta padréo de eletroforese realizado em gel de
gradiente 5-15%, situacdo no qual foi melhor evidenciado o reconhecimento da banda de 34
kDa nas tiras de nitrocleulose. O SDS-PAGE dos outros AcM foi realizado em gel de15%. As
membranas foram reveladas 3,3 Diaminobenzidina, apds incubag¢do “overnight” com os

diversos AcM.

Tabela 1. Sintese dos resultados obtidos para os diferentes testes de caracterizagdo dos AcM
produzidos contra 0 DENV-4.

Titulo ? Dot-Blot IFI Western-Blot

AcM _
Lig. Ascitico C,O ncentragao Intensidade ® | Reagdo Reconhecimento proteico
otima de ClI

A2 1:64 - + Né&o -
Bl 1:64 10ug ++ Sim E/E dimero; E; prM
B4 1:64 10ug ++ Sim NS1; E; prM
C11 1:16 - iz Sim prM
D2 1:16 10pug + Sim prM
E4 1:64 Sug +++ Sim prM; ?; C/prM
F10 1:64 10ug +++ Sim prM
F12 1:16 - + Néo -
H1 1:64 10ug ++ Sim prM
H12 1:64 10pg ++ Sim E/E dimero

#Titulacdo obtida por Elisa Indireto
® Intensidade : + fracamente positivo; ++ reativo; +++ fortemente reativo.
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6.3- Aplicacéo dos AcM. Identificagdo do DENV-4/2014 em cultivo celular.

Baseado nos testes realizados escolheu-se o AcM monoclonal E4 para verificar sua
aplicabilidade frente a identificacdo de uma novo isolamento de DENV-4. Para isso, foi
realizado o isolamento de uma nova cepa viral, proveniente do soro de paciente (0
DENV4/2014), em células C6/36. Apds observacdo do efeito citopatico e coleta das células
foi possivel verificar ,através de ensaios de IFI, o reconhecimento de proteinas virais do
DENV-4/2014 pelo AcM E4 em células C6/36, sem reconhecimento do padrdo, como o
demonstrado nas Figura 19. E possivel observar também, indicados pelas setas, a presenca da

imunofluoréscencia bem delimitada na regido citoplasmatica, regido onde ocorre o ciclo de

replicacéo viral.

Fonte: Autora,2014

Figura 19. Aplicacdo dos AcM. Ensaio de IFI utilizando células C6/36. Aumento de
400X. A controle (-) do AcM E4 em células C6/36. B- Controle positivo utilizando AcM
E4 para a deteccdo do DENV4/2011. C- Detec¢do do novo isolamento viral (DENV-
4/2014) proveniente do soro de paciente. Indicados pelas setas a identificacdo de
proteinas virais em inclusdes citoplasmaticas. As células foram incubadas com o0 AcM E4
por 24 horas, e como anticorpos secundarios, foi utilizado o anti-lgG de camundongo

conjugado com FITC.
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7.0- DISCUSSAO

O desenvolvimento da tecnologia da producdo de AcM, através da preparacdo de
hibridomas, constituiu um marco na imunoquimica. Sua primeira aplicacdo se deu na
substituicdo dos anticorpos policlonais nos mais diversos ensaios imunoldgicos, tais como
ELISA, IFl, Imunohistoquimica e Imunoblot, conferindo-lhes maior sensibilidade e
especificidade (MARQUES,2005; FONTES,2003). No entanto, uma das mais importantes e
fundamentais contribuicdes dos AcM foi ajudar a compreender diversos processos imunes, e
possibilitar a manipul¢do in vitro dos anticorpos. Desde entdo, um grande espectro de
possibilidades foi gerado em torno da aplicabilidade dos AcM, incluindo tratamento de
doencas e desenvolvimento de vacinas (MARQUES,2005).

As possibilidades de aplicacGes de AcM no contexto da dengue mostram-se de grande
interesse, uma vez em que ndo ha vacinas ou antivirais especificos, e conta-se com o rapido
diagnostico como uma das principais medidas na reducdo da mortalidade (WHO, 2012). Ha
também muitas lacunas no que diz respeito a compreensdo da relacdo patdégeno-hospedeiro,
em especial no desenvolvimento dos casos graves da doenca, podendo os AcM contribuirem
também no preenchimento dessas lacunas (ANTUNEZ et al. ,2000). Nesse estudo, foi
utilizado como antigeno para a producdo de AcM murinos, particulas virais completas do
DENV-4, podendo portanto gerar clones produtores de anticorpos dirigidos s mais diversas
proteinas do virus,em especial a aquelas mais imunoreativas ( E, prM e NS1) (SAUTTO et
al., 2013).

Através do ELISA indireto foi possivel observar o reconhecimento do DENV-4, em
diferentes titulacbes dos AcM, além da determinacdo das diluicbes 6timas dos liquidos
asciticos, evidenciando a possibilidade de aplicacdo dos AcM como insumo biotecnol6gico
nesse tipo de ensaio. Apesar de se tratarem de dados preliminares, mostra-se um potencial de
utilizacdo desses anticorpos no diagndstico do DENV-4. Dando suporte a esses resultados,
houve uma concordancia das reatividades observadas entre 0 ELISA e Dot-Blot (ver tabela 1),
sendo verificado uma boa sensibilidade para a detecgédo por parte dos AcM produzidos pelos
hibridomas F10, D2, E4, H12, H1,B1 ,B4 enquanto os AcM A2,C11,F12 apresentaram baixa

sensibilidade e especificidade para a deteccdo de antigenos virais.
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Nos ensaios de Dot-Blot foi possivel a deteccdo dos AcM frente ao DENV-4 no
extrato de células infectadas (10 pg) , mostrando uma possivel utilizagdo desse método no
diagnostico da dengue. A capacidade de reconhecimento viral em ensaios como Dot-Blot
geram a possibilidade da utilizacdo desses anticorpos no desenvolvimento de testes
imunocromatograficos, como por exemplo, pois ambas sdo metodologias similares. Assim
como o Dot-Blot, os testes imunocromatograficos se baseiam na utilizacdo de tiras de um
material de suporte, como as membranas de nitrocelulose, impregnadas com reagentes secos
que serdo ativadas ao contato com amostras fluidas (REID, 2001; ANTHONY,2009). Estudos
como o realizado por MACHADO et al., 2013 vem adaptando essa metodologia na detecgéo
de proteinas ndo estruturais do DENV, gerando assim uma alternativa promissora nos ensaios

de diagnostico da Dengue, com o uso de biotecnologia nacional.

Foi observado no Dot-Blot uma reatividade cruzada frente ao extrato de C6/36 (CN),
dado de interesse, uma vez que a mesma possa estar relacionada com a patogenicidade do
virus. Estudos realizados por Sautto et al., (2013), Huang et al., (2006) sugerem que a
presenca epitopos repetidos entre virus e células hospedeiras podem estar relacionados a um
aumento da infeccdo. Esse tipo de resposta pode inclusive estar relacionada a uma reagédo
autoimune, quadro caracteristicas da doenca (FALCONAR et al., 1997, AVIRUTNAN et al.,
2006, LEI et al., 2001). Até o momento essa resposta autoimune tem sido descrita
especialmente para a proteina NS1, no qual acredita-se que esse mimetismo molecular com
proteinas enddgenas do hospedeiro estejam associada ao comprometimento da integridade
das células do endotélio e deplecdo de plaguetas (FALCONAR et al., 1997; LEI, 2001 ).
Nesse sentido, 0s AcM produzidos em nosso estudo mostram-se como uma ferramenta
interessante em estudos futuros para a verificagdo de reatividade cruzada frente outras
amostras bioldgicas, podendo assim gerar informacdes relevantes a respeito da patogenicidade
do DENV.

A analise da reatividade dos AcM através dos ensaios de IFI mostrou a capacidade de
identificacdo de proteinas virais, uma vez que todos os monoclonais testados responderam
positivamente a presenca do DENV-4, mesmo com diferentes reatividades. Essa capacidade
de reconhecimento sugere a possibilidade de utilizagdo dos mesmos na confirmacdo do
DENV-4 em isolamento viral, ou como ferramenta em estudos de base frente a esse sorotipo,

e epitopos virais reconhecidos.
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No perfil de eletroforese em SDS-PAGE foram identificadas 5 provaveis proteinas do
DENV-4, a prM , NS1, E e E/E dimero . Além dessas, ha a presenca de uma fraca banda
proteica na altura 34 kDa, ainda a ser discutida posteriormente, no qual acreditamos ser
referente a proteina C/prM. A presenca de precursores prM tem sido relatada desde 1990, em
estudos como o realizado por Randolph et al., e o primeiro relato de isolamento do precursor
C/prM ocorreu em 1993, por Murray et al., estando a mesma intimamente relacionada a lise
de células C6/36 infectadas. A presenca de varias proteinas em seu estagio precursor pode ser
justificada principalmente pela metodologia utilizada na producdo do virus, na qual, ao se
realizar o congelamento e descongelamento da monocamada, promove-se a lise celular, com
liberacdo de grande quantidade de virus, em diversos estagios de maturacdo, para 0 meio de

cultivo.

Através do fracionamento proteico do virus concentrado no SDS-PAGE, e coloragédo
por azul de coomassie, obteve-se uma provavel identificacdo das proteinas virais baseadas na
correlacdo com peso molecular. A andlise da coloragdo indicadora das glicoproteinas em gel
adicionou, a esse perfil, informacbes a respeito da constituicdo quimica das proteinas (a
presenca de componentes glicoproteicos), favorecendo assim uma melhor identificacdo das
bandas visualizadas. Uma vez que a prM , NS1, E e E/E dimero apresentam glicosilaces em
suas estruturas (LINDENBACH , 2001 e 2003), a coloracdo amarela encontrada para as

mesmas sao compativeis com sua estrutura quimica e correlacdo com peso molecular.

Seguindo o processo de caracterizacdo, foi realizado o Western-Blot para a
identificacdo das fracBes proteicas reconhecidas pelos AcM. Foi verificado que 8 dos 10 AcM
reconheceram proteinas de peso molecular compativel com a prM, 1 reconheceu uma banda
compativel com E/E dimero, e outros 2 ndo foram identificados, portanto a maioria dos AcM
testados reconhecem epitopos lineares. Alguns estudos relacionados a avaliacdo de anticorpos
humanos gerados durante a infeccdo natural DENV tem trazido a informacéo de que a maioria
destes anticorpos apresentam especificidade para a prM, e que pacientes com infecc¢oes
secundarias de dengue apresentam taxas ainda mais altas de anti-prM quando comparadas as
infeccdes primarias. (DEJNIRATTISAI et al., 2010; ALWIS et al.,2011; JULANDER 2011,
WAHALA,2011). Nossos resultados apresentam-se compativeis também com os relatados em
Wahala (2011), e Beltramello (2010), cuja produgdo de um painel de AcM frente ao virus
revelou a presenca de um maior reconhecimento para a prM. E possivel também que essa

resposta direcionada especialmente para prM seja resultado de uma grande concentracdo de
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virus em seu estado imaturo, decorrente da metodologia utilizada, e como pode se visualizado
na figura 17.A, ha uma forte banda relacionada a prM e seus precursores, evidenciando uma

maior concentracdo dessa proteina na solucdo viral semi-purificada.

Pesquisas realizadas por Dejnirattisai et al., (2010) sugerem que os anticorpos anti-
prM se ligam nas proteinas prM néo clivadas presente na superficie viral apresentando pouca
ou nenhuma capacidade de neutralizacdo, mesmo em altos titulos. Em preparagdes de
microscopia crio eletrénica tém sido demonstrado uma clivagem incompleta da prM no virus
maduro, sugerindo uma possivel distribuicdo de prM e proteina M na superficie viral. Além
disso, esses anticorpos tem sido especialmente relacionados aos mecanismos de intensificacdo
da infeccdo dependente de anticorpo (ADE), apresentando assim grande potencial de

utilizacdo como ferramenta no entendimento da patogénese do virus.

Ainda em relagdo ao Western-Blot, foi possivel observar que o AcM E4 reconheceu
fortemente a prM, e fracamente outras 2 bandas, dentre as quais, uma acreditamos se tratar do
precursor C/prM, especialmente pelo fato de a mesma apresentar epitopos reconhecidos por
este AcM (Figura 18). Os AcM B1 e B4 reconheceram além das fracbes 24 kDa, fracbes
correspondentes a Envelope e NS1 respectivamente, mostrando a presenca de epitopos
compartilhados entre proteinas virais. Baseado nesses resultados, pode-se inferir que a
probabilidade de serem detectados AcM monoclonais anti-NS1, com o desenho experimental
utilizado, € de 10% ( 1 em 10 AcM). E tomando como base essa proporcédo, € possivel que,
dos hibridomas produtores de AcM durante o processo de triagem, apenas 4 dentre os 39
sobrenadantes com D.O. acima de 0,200, apresentariam AcM capazes de reconhecer essa

proteina.

Assim como no Dot-Blot, houve mais uma vez reconhecimento do padrdo, nesse caso,
uma banda na altura de 105 kDa do extrato de células C6/36 ndo infectadas (Figura 18). Esses
resultados revelaram mais uma vez que os AcM produzidos reagem cruzadamente com as
células do hospedeiro, provavelmente pela presenca de sequencias repetidas entre as proteinas
virais e células C6/36. A identificacdo dos epitopos de reagdo cruzadas entre células
hospedeiras e virus geram importantes informagfes a respeito do DENV e sua interacao
patogeno-hospedeiro (SAUTTO et al., 2013; YACOUB et al., 2013). Muitos candidatos a
vacinas, sejam atenuadas, inativadas, proteinas recombinantes ou quimeras com proteinas de

DENV-YFV, contém sequencias de prM, podendo levar a uma resposta indutora da infecgdo
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(ADE), comprometendo portanto o efeito protetor (YACOUB et al.,2013;
DEJNIRATTISAI et al., 2010) .Uma vez que sdo conhecidos esses epitopos de reatividade
cruzada é possivel realizar uma melhor avaliacdo de regides que devem ser evitadas no
desenvolvimento de vacinas, ou que possam ser bloqueadas no caso de desenvolvimento de
antivirais (SAUTTO et al., 2013, WAHALA et al., 2011; DEJNIRATTISAI et al., 2010,
JULANDER, 2011).

A fim de um maior aprofundamento nas analises de aplicabilidade dos AcM como
ferramenta diagnostica, foi realizado o isolamento de uma nova cepa do DENV-4 (DENV-
4/2014), a partir de soro infectado, em células C6/36; analisado através da IFI. A analise de
IF1 mostrou a capacidade do AcM E4 em reconhecer um novo isolado de DENV-4, obtido a
partir de soro de paciente , podendo ser observado claramente a identificacdo de proteinas
virais no citoplasma celular, regido onde ocorre a replicacdo viral (Figura 19). Portanto,
enfatiza-se a capacidade do reconhecimento do DENV-4 pelo AcM E4, em cultura de células,
podendo ser utilizados em pesquisas para a identificacdo desse sorotipo, além de mais uma

vez ter sido demonstrado seu potencial uso como ferramenta diagndstica em isolamento viral.

Até o momento, a producdo de AcM no pais tem sido extremamente limitada, o que
gera a necessidade de importacdo desses insumos, especialmente em relacdo ao diagnostico da
dengue . O fato desses AcM terem sido produzidos frente a uma cepa viral isolada do DENV-
4 circulante no pais podem vir a gerar anticorpos com maior sensibilidade e especificidade
frente a essas cepas. Nosso estudo é o primeiro a produzir anticorpos monoclonais para o

DENV-4 no Brasil, desde a reintroducdo do mesmo em territério nacional.

Os resultados obtidos servirdo como base para o aprofundamento em estudos
adicionais a respeito da sensibilidade e especificidade dos AcM, comparadas a outras técnicas
padrbes; além de andlises de reatividade cruzada frente aos outros sorotipos e virus da mesma
familia; e capacidade de neutralizagdo. Por fim, a caracterizacdo preliminar mostrou que 0s
AcM produzidos identificam o DENV-4, com diferentes padrdes de reatividade, evidenciando
seu potencial de utilizagdo como insumo biotecnoldgico; sejam em estudos a respeito do virus

e sua patogénese, sejam em uma possivel aplicacdo como ferramenta imunodiagndstica.
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8.0-CONCLUSOES

Os AcM produzidos foram capazes de reconhecer diferentes antigenos do DENV-4;

Todos os AcM produzidos neste estudo reagem positivamente com antigenos de DENV-4
através dos testes de ELISA , Dot-Blot, e IFI

A diluicdo détima dos AcM, obtida através da titulacdo dos liquidos asciticos, nos ensaios do
tipo ELISA, variaram de entre 1/16 a 1/64.

A concentracdo 6tima de deteccdo do antigeno viral, em extrato proteico de células C6/36
infectadas, no Dot-Blot, foi de 10ug para os AcMs F10, D2, H12, H1, B4 ¢ B1; e 5ug para o
E4 .

Foi demonstrado através de Dot-Blot e Western-Blot, que os AcM produzidos foram capazes
de reconhecer antigenos no extrato de células C6/36 nédo infectadas.

Os pesos moleculares das proteinas virais encontradas sdo compativeis com o descrito na
literatura para as proteinas precursoras de prM, assim como das proteinas NS1, E e o dimero
E/E;

Foi possivel demonstrar o reconhecimento de bandas proteicas através de Western-Blot em
condigdes desnaturantes pelos AcM F10, B1, B4, H1, E4, H12,D2 e C11, sugerindo que 0s
epitopos reconhecidos sdo lineares;

Foi possivel demonstrar o reconhecimento de banda proteica compativel com a prM, através
do Western-Blot, pelos AcMs E4,B1,F10,B4,D2,H1 e C11;

O AcM H12 reconheceu, nas mesmas condicdes, banda proteica de peso compativel com a
proteina E/E.

Foi possivel demonstrar que todos os AcMs foram capazes de reconhecer antigenos do
DENV-4 através de teste de IFI, sugerindo uma possivel utilizacdo destes AcMs no
diagnéstico por essa metodologia.

Através dos ensaios de aplicabilidade, mostrou-se a capacidade do AcM E4 em reconhecer
antigenos do DENV-4/2014, sugerindo a possivel utilizacdo dos mesmos no isolamento viral.

A caracterizacgao preliminar mostrou o potencial de utilizagcdo desses AcM sejam em estudos a
respeito do virus e sua patogénese, sejam em uma possivel aplicacdo como ferramenta
imunodiagnostica.
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