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RESUMO

Os flavivirus e alfavirus sdo virus transmitidos por artropodes (arbovirus) e
representam um problema de saude publica em varios paises. A emergéncia e re-
emergéncia dos arbovirus sdo fendbmenos naturais relacionados a evolugdo e
adaptacao desses virus. O Brasil, por ter grandes areas recobertas por florestas
tropicais, possui condi¢cdes ideais para a ocorréncia e manutengao do ciclo silvestre
de diversas arboviroses. A crescente urbanizagao, o fluxo migratério, a destruicao de
habitats naturais e a presenga de mosquitos dos géneros Culex e Aedes favorecem a
rapida disseminacao desses virus. Além disso, os sintomas iniciais das infeccoes
causadas por esses virus sdao semelhantes a outras infecgbes que ocorrem em
diversas regides do Brasil e ndo existe tratamento especifico para essas viroses, nem
vacina licenciada para uso humano. O diagndstico laboratorial diferencial, portanto, é
fundamental para o correto manejo clinico dos pacientes. Assim, este trabalho teve
por objetivo padronizar ensaios imunoenzimaticos para o diagndstico sorologico do
virus Chikungunya (CHIKV), pertencente ao género Alphavirus, e dos virus da dengue
(DENV), da encefalite de Saint Louis (SLEV) e do oeste do Nilo (WNV), pertencentes
ao género Flavivirus. Para tanto, as proteinas E1 e E2 do CHIKV foram expressas em
células S2 de Drosophila melanogaster e purificadas por cromatografia de afinidade.
A proteina E2 (denominada rE2-CHIKV) apresentou melhores resultados durante sua
expressao e purificagao e foi selecionada para dar prosseguimento ao trabalho. Foram
entdo gerados trés hibridomas secretores de anticorpos monoclonais (AcM) contra
esta proteina, os quais foram caracterizados como sendo do isotipo IgG1k. Nenhum
dos AcM reconheceu os virus da encefalite equina venezuelana (VEEV), SLEV, WNV
e DENV sorotipos 1 a 4. Foi padronizado um ensaio do tipo ELISA indireto utilizando
a rE2-CHIKV como antigeno para a detecgao de IgM anti-CHIKV, o qual apresentou
sensibilidade de 70% e especificidade de 97% para o painel de amostras utilizado.
Apesar da baixa sensibilidade, esses valores sao comparaveis aos dos testes
disponiveis comercialmente. O segundo virus abordado nesse trabalho foi o virus da
dengue. Foram obtidos 22 AcM produzidos contra isolados brasileiros de DENV-1, -2
e -3. Os AcM séo dos isotipos 1gG2bk, IgG2ak e IgG1k, a maioria com especificidade
para as proteinas de envelope ou pré-membrana do DENV. Quando testados contra
os quatro sorotipos de DENV, diferentes padrdes de reatividade foram identificados:
grupo-especifico, subcomplexo-especifico (DENV-1, -3 e -4 ou DENV-2 e -3) e
sorotipo-especifico (DENV-2 ou -3). Além disso, alguns AcM apresentaram reatividade
cruzada com virus da febre amarela, WNV e SLEV, mas nenhum deles reconheceu o
alfavirus VEEV. De acordo com nossos conhecimentos, esses sao os primeiros AcM
produzidos contra isolados brasileiros de DENV. O AcM denominado D3 424/8G, que
apresentou reatividade com todos os flavivirus testados, foi conjugado com
peroxidase e utilizado no desenvolvimento de um ensaio do tipo MAC-ELISA para
deteccdo de IgM anti-DENV no soro de pacientes com infecgdo aguda por DENV.
Como antigeno, foi utilizada uma mistura de DENV dos quatro sorotipos, produzidos
em cultivo celular, purificados por colchdo de sacarose e inativados por radiagcéo
gama. O ensaio apresentou sensibilidade de 91% e especificidade de 95% com as
amostras testadas. No caso do SLEV, foram produzidas particulas-tipo virus (VLP)
em células HEK 293T. As SLE_VLPs, juntamente com o AcM D3 424/8G-HRP, foram
utilizadas em um ensaio do tipo MAC-ELISA para diagnostico de infeccdo aguda
causada por SLEV. O teste desenvolvido apresentou sensibilidade de 95% e
especificidade de 98% com o painel de amostras utilizado. Por fim, foram produzidas



VLPs de WNV em células HEK 293T, as quais foram utilizadas na padronizacéo de
um ensaio do tipo MAC-ELISA para diagnostico de infecgcdo por WNV. Como
conjugado, também foi utilizado o AcM D3 424/8G-HRP. No decorrer do trabalho, no
entanto, foi obtida apenas uma amostra de soro de individuo com infec¢gao aguda por
WNV. Por isso, n&o foi possivel calcular os valores de sensibilidade e especificidade
do teste desenvolvido. Os insumos produzidos neste trabalho e os testes
padronizados mostraram-se importantes ferramentas para serem utilizadas no
diagnostico dos virus CHIKV, DENV, SLEV e WNV, além de poderem ser utilizados
em pesquisa basica.

Palavras-chave: Virus Chikungunya. Virus da dengue. Virus da encefalite de Saint
Louis. Virus do oeste do Nilo. Proteinas recombinantes. Particulas-tipo virus.
Anticorpos monoclonais. Ensaio imunoenzimatico. Diagndstico.



ABSTRACT

The flavivirus and alphavirus are viruses transmitted by arthropods (arboviruses),
which constitute a public health problem in many countries. The emergence and
reemergence of arboviruses are natural phenomena related to species evolution and
adaptation. Brazil has large areas covered by tropical forests, which provide ideal
conditions for the existence and maintenance of the sylvatic cycle of many arboviruses.
Increasing urbanization, migration, the destruction of natural habitats and the wide
distribution of Culex and Aedes mosquitoes favor the rapid spread of these viruses.
Furthermore, the initial symptoms of infections caused by these viruses are similar to
other infections that occur in different regions of Brazil and there is no specific
treatment for these viruses, nor licensed vaccine for human use. Laboratory differential
diagnosis is therefore essential for the correct clinical management of patients.
Therefore, this study aimed to develop enzyme immunoassays for the diagnosis of
Chikungunya virus (CHIKV), belonging to the genus Alphavirus, and for the diagnosis
of dengue virus (DENV), Saint Louis encephalitis virus (SLEV) and West Nile virus
(WNV), belonging to the genus Flavivirus. For this, CHIKV E1 and E2 proteins were
expressed in Drosophila melanogaster S2 cells and were purified by affinity
chromatography. The E2 protein (named rE2-CHIKV) showed better results of
expression and purification and was selected to continue the work. Three hybridomas
secreting monoclonal antibodies (MAbs) against rE2-CHIKV were obtained. The MAbs
were characterized as IgG1k isotype. None of the MAbs recognized the Venezuelan
equine encephalitis virus (VEEV), SLEV, WNV and DENV serotypes 1 to 4. It was
standardized an indirect ELISA for the detection of IgM anti-CHIKV using rE2-CHIKV
as antigen, which had a sensitivity of 70% and specificity of 97%. Despite the low
sensitivity, these values are comparable to those of commercially available tests. The
second virus in this work was the dengue virus. Twenty two MAbs against Brazilian
isolates of DENV-1, -2 and -3 were obtained. The MADbs include 19G2bk, IgG2ak and
IgG1k isotypes, and most were raised against the envelope or the pre-membrane
proteins of DENV. When the antibodies were tested against the four DENV serotypes,
different reactivity patterns were identified: group-specific, subcomplex specific
(DENV-1, -3 and -4 and DENV-2 and -3) and dengue serotype-specific (DENV-2 or -
3). Additionally, some MAbs cross-reacted with yellow fever virus, WNV and SLEV.
None of the MAbs recognized the alphavirus VEEV. To our knowledge, these are the
first MADbs raised against Brazilian DENV isolates. The MAb D3 424/8G, which cross-
reacted with all the flaviviruses tested, was conjugated to peroxidase and used to the
development of a MAC-ELISA for detection of anti-DENV IgM in sera from patients
with acute dengue. As antigen, we used a mixture of DENV particles serotypes 1 to 4,
produced in cell culture, purified by sucrose cushion and inactivated by gamma
radiation. The test had a sensitivity of 91% and a specificity of 95%. For SLEV, virus-
like particles (VLPs) were produced in HEK 293T cells. The SLE_VLP together with
the MAb D3 424/8G-HRP were used in the development of a MAC-ELISA for the
diagnosis of acute infection caused by SLEV. The assay showed sensitivity of 95%
and specificity of 98%. Finally, WNV VLP were produced in HEK 293T cells, and were
used for standardizing a MAC-ELISA for the diagnosis of WNV infection. As conjugate
it was also used MAb D3 424/8G-HRP. During the study, however, only one serum
sample from patient with acute WNV infection was obtained. Therefore, it was not
possible to calculate the sensitivity and the specificity of the test developed. The
reagents produced and the diagnostic assays developed here have proved to be



important tools to be used in the diagnosis of CHIKV, DENV, SLEV and WNV, and can
be used for basic research.

Keywords: Chikungunya virus. Dengue virus. Saint Louis encephalitis virus. West Nile
virus. Recombinant proteins. Virus like particles. Monoclonal antibodies. Enzyme
immunoassays. Diagnosis.
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1 INTRODUGAO

Os virus pertencentes aos géneros Flavivirus e Alphavirus sao arbovirus
(arthropod-borne viruses), ou seja, sao virus transmitidos a vertebrados através da
picada de artropodes (principalmente mosquitos e carrapatos) infectados, produzindo
doenga em humanos e outros animais (HAMMON; REEVES; GRAY, 1943; WEAVER,;
REISEN, 2010). Normalmente, humanos e animais domésticos constituem
hospedeiros finais, devido a baixa viremia que apresentam, com quantidade de virus
insuficiente para infectar um vetor artropode e manter um ciclo de transmissao.
Mutagdes em alguns arbovirus, no entanto, tém resultado em alta viremia em animais
domésticos, como é o caso do virus da encefalite equina venezuelana, e até em
humanos, como no caso dos virus da dengue (DENV), da febre amarela (YFV — do
inglés Yellow Fever virus) e Chikungunya (CHIKV) (WEAVER; BARRETT, 2004).

Muitas infecgbes por arbovirus sao assintomaticas ou apresentam sintomas
semelhantes a gripe. Porém, alguns arbovirus pertencentes aos géneros Alphavirus e
Flavivirus podem causar doengas graves, com artralgias prolongadas ou
complicagdes neurologicas severas e até levar a morte (HOLLIDGE; GONZALEZ-
SCARANO; SOLDAN, 2010).

A emergéncia e re-emergéncia dos arbovirus sao fendmenos naturais
relacionados a evolugao e adaptacdo das espécies. Durante a infeccao de distintos
organismos, cepas mais virulentas e melhor adaptadas dos virus podem ser
selecionadas. Esses virus, por possuirem genoma de RNA, apresentam uma
frequéncia de mutacdo bastante alta, devido as altas taxas de erros da RNA-
polimerase RNA dependente e a recombinacdo que pode ocorrer se o animal for
infectado simultaneamente por mais de um virus do mesmo género. Além disso,
mudangas ecoldgicas produzidas pelo homem podem aumentar a prevaléncia do
vetor, criar novos reservatorios e induzir os virus a se adaptarem a novos ciclos de
manutencdo. A existéncia de cidades populosas e infestadas por mosquitos dos
géneros Culex e Aedes é um fator de risco para a emergéncia de novos arbovirus no
Brasil (FIGUEIREDO, 2007).

O Brasil, por ser um pais tropical de grande extenséo territorial, com grandes
areas recobertas por florestas tropicais e outros ecossistemas naturais, tem condi¢gdes

ideais para a ocorréncia de diversas arboviroses (FIGUEIREDO, 2007). Entre os
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arbovirus de importancia médica podemos destacar o virus da dengue, o virus da
encefalite de Saint Louis (SLEV — do inglés Saint Louis Encephalitis virus) e o virus
do oeste do Nilo (WNV —do inglés West Nile virus), pertencentes ao género Flavivirus,
e o virus Chikungunya, pertencente ao género Alphavirus. O DENV tem causado
grandes epidemias no Brasil, enquanto o SLEV e o WNV foram identificados em casos
esporadicos (BRASIL, 2014a; FIGUEIREDO, 2000). O CHIKV foi introduzido no Brasil

recentemente e vem se disseminando rapidamente pelo pais (BRASIL, 2014b).

1.1 JUSTIFICATIVA

Considerando-se a importancia da dengue para a saude publica no Brasil, a
recente introdugdo com rapida disseminacao do CHIKV e o potencial risco de
emergéncia do SLEV e do WNV no Brasil, € fundamental que se tenham disponiveis
testes diagnosticos rapidos, inequivocos e de baixo custo. Além disso, ndo existem
farmacos antivirais especificos para tratamento destas viroses, ha grande semelhanca
dos sintomas iniciais dessas doengas entre si e com uma série de outras infeccdes e,
até o momento, ndo existe nenhuma vacina licenciada para uso humano disponivel e
as medidas preventivas consistem principalmente na protecao individual contra a
picada de mosquitos e no controle dos vetores.

Assim sendo, a producgao de antigenos dos virus DENV, SLEV, WNV e CHIKV
circulantes no Brasil e/ou nos demais paises da América do Sul, a produgdo de
anticorpos monoclonais contra estes virus e a subsequente padronizagao de ensaios
imunoenzimaticos para diagnostico destas viroses sao de grande valia. Estes insumos
podem contribuir para aumentar a habilidade de detectar e confirmar casos suspeitos,
aléem de garantir uma maior independéncia tecnologica para o pais. A rapidez no
diagnostico destas doencgas podera reduzir a mortalidade associada e ajudar no

direcionamento de estratégias para controle da infecgdo durante eventuais surtos.
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1.2 OBJETIVOS

1.21 Objetivo Geral

Desenvolver insumos e padronizar ensaios imunoenzimaticos para
diagndstico sorolégico dos virus Chikungunya, da dengue, da encefalite de Saint Louis

e do oeste do Nilo.

1.2.2 Objetivos Especificos

- Expressar as proteinas E1 e E2 do CHIKV em células S2 de Drosophila
melanogaster e purifica-las por cromatografia de afinidade;

- Purificar particulas virais de DENV sorotipos 1 a 4 e estabelecer os parametros para
sua inativagao por radiagdo gama;

- Expressar particulas-tipo-virus (VLP) do SLEV e do WNV em células de mamifero;
- Produzir e/ou caracterizar anticorpos monoclonais que reconhecam o0s virus
supracitados;

- Padronizar ensaios imunoenzimaticos para deteccdo de anticorpos do tipo IgM

contra estes virus em amostras de soro humano utilizando os insumos desenvolvidos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ALPHAVIRUS

211 Classificagao, Estrutura e Replicagcao

O género Alphavirus (familia Togaviridae) inclui 29 espécies de arbovirus, que
podem ser divididas em oito complexos antigénicos: da encefalite equina do Leste, do
Oeste e Venezuelana, Trocara, Middelburg, Ndumu, Semliki Forest e Barmah Forest;
além de duas espécies que ndo sao incluidas nesta classificagédo (GOULD et al., 2010;
INTERNATIONAL COMMITTEE ON TAXONOMY OF VIRUSES (ICTV), 2014).

Os alfavirus classicamente tém sido descritos como virus do “Velho Mundo”
ou do “Novo Mundo”, dependendo da sua distribuicdo geografica, embora algumas
trocas, mediadas por aves, por exemplo, provavelmente tenham ocorrido. Mais
frequentemente, os virus do “Velho Mundo” causam sintomas clinicos como febre,
rash e artrite, enquanto os do “Novo Mundo” podem culminar em encefalite (GRIFFIN,
2013; POWERS et al., 2001). Recentemente, no entanto, tem sido vivenciada a
disseminagdo do virus Chikungunya, originalmente do “Velho Mundo”, para as
Américas (CASSADOU et al., 2014).

Os alfavirus sao virus envelopados com aparéncia esférica e 60-70 nm de
didmetro. Seu genoma é composto por RNA simples-fita de polaridade positiva, com
11 a 12 kb de comprimento. O genoma ¢é dividido em duas fases abertas de leitura
(ORF, do inglés open reading frame), que codificam para quatro proteinas nao
estruturais, envolvidas na replicagao e patogénese virais, e cinco proteinas estruturais

que compdem o virion (Figura 1) (GRIFFIN, 2013).
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Figura 1 — Representacdo esquematica do genoma de um alfavirus, com seus quatro genes nao
estruturais (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4) e cinco genes estruturais (C, E3, E2, 6K e E1). As proteinas
estruturais sao traduzidas a partir do RNA mensageiro subgendmico 26S. FONTE: Adaptado de
WEAVER e BARRETT (2004).

As particulas virais sdo organizadas estruturalmente em um nucleocapsideo
icosaédrico (T=4) envolto por um envelope lipoproteico. O nucleocapsideo é formado
por monémeros de proteina do capsideo (C) associados ao RNA genémico, enquanto
o envelope é composto por uma bicamada lipidica derivada da membrana plasmatica
da célula hospedeira associada as glicoproteinas de envelope E1 e E2 (Figura 2).
Ambas E1 e E2 sdo proteinas com uma a-hélice que atravessa a bicamada lipidica e
associadas formam heterodimeros que se agrupam em trimeros para formar 80
espiculas projetadas na superficie do virion (JOSE; SNYDER; KUHN, 2009;
STRAUSS; STRAUSS, 1994).

Figura 2 — Estrutura de uma particula madura de alfavirus. A: Representagéo esquematica da particula
viral. O RNA esta representado em preto. O capsideo estd mostrado como um poligono azul para
representar a organizagao icosaédrica. A membrana esta representada como uma bicamada cinza,
com as glicoproteinas virais inseridas. A regido amplificada mostra um trimero de heterodimeros
formados por E1 (em azul escuro, vermelho e amarelo) e E2 (em azul claro), demonstrando a interagéao
da E2 com a E1, protegendo o peptideo de fusdo (estrela verde). B: Representagdo esquematica do
envelope viral, evidenciando a organizacao das proteinas de envelope, que formam espiculas na
superficie do virion. FONTE: Adaptado de MARTIN, LIU e KIELIAN (2009) e METZ e PIJLMAN (2011).
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A proteina E1 (439 aminoacidos — aa) € a mediadora da fusdo entre a
membrana viral e a endossomal. O ectodominio da E1 consiste em trés dominios ricos
em barris B (I, Il e lll), com o peptideo de fusdo localizado na extremidade distal do
dominio Il. A regido transmembrana abrange os residuos de aa Trp409 a Met433 e os
seis residuos de aa C-terminais se estendem para o interior do particula viral (JOSE;
SNYDER; KUHN, 2009).

A proteina E2 (423 aa) é a que esta mais exposta nas espiculas na superficie
do virion e esta envolvida na ligagdo com os receptores da célula hospedeira e na
subsequente endocitose mediada por receptor (JOSE; SNYDER; KUHN, 2009). A E2
€ a proteina que contém os epitopos para anticorpos neutralizantes mais importantes.
E organizada em trés dominios tipo-imunoglobulina (A, B e C), sendo que o dominio
A (residuos de aa 1-132) é o que contém os sitios para ligacao aos receptores e a
anticorpos neutralizantes (GRIFFIN, 2013). O dominio intracitoplasmatico interage
com o nucleocapsideo e contém uma segunda porg¢ao de aa hidrofébicos e sitios de
miristoilacdo pela qual se ancora a superficie externa da membrana (GRIFFIN, 2013;
JOSE; SNYDER; KUHN, 2009).

Durante a maturagao viral, ha ainda liberacdo da proteina E3, uma
glicoproteina pequena, rica em cisteina. A E3 atua como um peptideo sinal para a pE2
(um precursor que contém E3 e E2), além de ser requerida para o correto dobramento
e a ativacao das espiculas de E1/E2 que se projetam na superficie viral. Além disso,
uma pequena quantidade de proteina 6K € incorporada no virion. A proteina 6K serve
como peptideo sinal para a E1 e é importante para o brotamento e formagao das
particulas virais (GRIFFIN, 2013).

A infecgdo de uma célula por um alfavirus se inicia com a interacao entre a
proteina E2 do virus e receptores de superficie celular e pela posterior endocitose
mediada por vesiculas de clatrina. Uma vez dentro da vesicula endocitica, a
acidificagao progressiva desta leva a uma desestabilizacdo dos heterodimeros E1-E2
com separagao das duas proteinas. Essa dissociacdo resulta na exposicdo do
peptideo de fusdo da proteina E1, o qual se insere na membrana endossomal de uma
maneira dependente de colesterol, seguindo-se com a trimerizagdo da E1. Um
conjunto de trimeros de E1 promove uma deformagdo da membrana e a fusédo da
membrana viral com a endossomal, com subsequente liberacdo do nucleocapsideo
viral para o citoplasma celular. O nucleocapsideo é entdo desmontado, liberando o
RNA viral no citoplasma (JOSE; SNYDER; KUHN, 2009; KUHN, 2013). O RNA
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genbmico serve entdo como um RNA mensageiro (RNAm) para a sintese das
proteinas nao estruturais (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4). Estas sdo produzidas a partir de
duas poliproteinas: a P123 (mais abundante) e a P1234 (com frequéncia de
aproximadamente 10-20%), que s&o processadas por meio da agéo da protease viral
codificada na nsP2. As proteinas nao estruturais formam entdo o complexo de
transcricao/replicacao, que catalisa a sintese de RNA viral de ambas as polaridades.
A proteina nsP1 esta implicada no capeamento do RNA viral e no inicio da sintese do
RNA de polaridade negativa, além de ancorar o complexo replicativo a membranas. A
nsP2 possui, em sua porcdo N-terminal, atividade de helicase, nucleosideo
trifosfatase (NTPase) e RNA trifosfatase e, em sua por¢cdo C-terminal, um dominio
cisteino-protease, responsavel pelo processamento da poliproteina n&o estrutural. A
funcao da nsP3 ainda nao esta bem esclarecida, mas sabe-se que ela é necessaria
para a sintese da fita de RNA de polaridade negativa. Ja a nsP4 é a RNA polimerase
RNA-dependente.

A replicagcao do RNA viral se inicia com a sintese de uma fita complementar
de RNA, com polaridade negativa, que serve de molde tanto para a sintese do RNA
gendmico, quanto do RNA subgendémico (RNA 26S). O RNA subgendmico € entédo
traduzido em uma poliproteina que originara as proteinas estruturais. A ordem de
tradugao dessas proteinas é capsideo-pE2(E3-E2)-6K-E1. A proteina de capsideo &
clivada da poliproteina ainda durante a traducao por sua atividade de autoprotease e
se agrega com o RNA viral genémico para formar os nucleocapsideos virais no citosol
da célula hospedeira. Com a clivagem da proteina C, a nova regiao N-terminal da
poliproteina contém uma sequéncia sinal de direcionamento para o reticulo
endoplasmatico. A translocacdo das proteinas de envelope pelo reticulo
endoplasmatico € regulada por varias sequéncias-sinal e posteriores modificagdes
pos-traducionais. Durante o transporte dos complexos pE2-E1, ap6s os heterodimeros
atingirem a rede frans de Golgi, mas antes de chegarem a membrana plasmatica, a
pE2 é clivada por furinas, para formar as proteinas E3 e E2. A clivagem da pE2 é
requerida para que sejam geradas novas particulas infecciosas. O estagio final
envolve o deslocamento dos nucleocapsideos formados no citoplasma até a
membrana plasmatica, onde eles interagem com o dominio citoplasmatico das
proteinas E2 (nos heterodimeros E2-E1). Esta ligagdo promove a energia necessaria
para impulsionar o capsideo através da membrana plasmatica, durante o qual ele

adquire as espiculas de glicoproteinas de envelope. Assim ocorre a liberagdo de
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novas particulas virais por brotamento (Figura 3) (JOSE; SNYDER; KUHN, 2009;
KUHN, 2013; STRAUSS; STRAUSS, 1994).
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Figura 3 — Representagédo esquematica das principais etapas do ciclo de infec¢ao e replicagdo de um
alfavirus. O inicio do ciclo esta mostrado a esquerda com a ligagdo de um virion ao receptor da célula
hospedeira. Apds a fusao do envelope viral, desmontagem do capsideo e liberagdo do RNA gendmico,
as proteinas nao estruturais sado traduzidas e processadas. Estas proteinas possibilitam a replicagao
do RNA gendmico e a tradu¢cdo do RNAm subgendmico nas proteinas estruturais. O nucleocapsideo é
montado no citoplasma e se associa com as glicoproteinas processadas na membrana plasmatica,
terminando com o brotamento (ilustrado a direita). FONTE: Adaptado de KUHN (2013).
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2.1.2 Virus Chikungunya

2.1.2.1 Historico

O virus Chikungunya (género Alphavirus, familia Togaviridae) foi isolado pela
primeira vez em 1953, a partir do sangue periférico de um individuo febril da tribo
Makonde, na Tanzania, durante a epidemia de uma doenca caracterizada por febre
alta e dores articulares incapacitantes (ROSS, 1956). A doenga era localmente
referida como chikungunya, que na linguagem Makonde significa “aquele que se
curva’, fazendo referéncia a postura contorcida assumida pelas pessoas devido as
fortes dores nas articulagdes (ROBINSON, 1955).

Posteriormente, em 1958, o virus foi isolado de um paciente em Bangkok,
Tailandia (HAMMON; RUDNICK; SATHER, 1960) e, desde entao, surtos esporadicos
vinham sendo reportados em diversos paises da Africa e Asia. A introducdo do CHIKV
na Asia tem sido atribuida a uma linhagem africana, a linhagem enzoética
Leste/Central/Sul Africana (ECSA), que em algum momento antes ou durante a
década de 50 evoluiu, resultando na linhagem Asiatica (VOLK et al., 2010; WEAVER,
2014).

Uma nova emergéncia do CHIKV se iniciou em 2004 na costa do Quénia,
primeiro em Lamu e depois em Mombasa. Estima-se que aproximadamente 75% da
populacéo da ilha de Lamu tenha sido afetada (SERGON et al., 2008). A partir de
entdo, iniciou-se um periodo em que o virus se disseminou para diversas ilhas do
oceano Indico, india e sudeste asiatico (STAPLES; BREIMAN; POWERS, 2009).
Novos casos foram surgindo em varios paises, incluindo a ilha da Reuniao, onde foram
reportados mais de 40.000 casos por semana, no pico da epidemia (MORRISON,
2014; STAPLES; BREIMAN; POWERS, 2009). Na ilha da Reuniédo, diferentemente do
que vinha sendo reportado anteriormente, foi especulado que o virus estava sendo
transmitido pelo vetor Aedes albopictus® e nao pelo seu principal vetor, o Aedes
aegypti' (STAPLES; BREIMAN; POWERS, 2009; VAZEILLE et al., 2007).

'Na classificacéo atual o Aedes aegypti é chamado Stegomyia aegypti e o Aedes albopictus, Stegomyia
albopicta. Neste trabalho, foram adotadas as nomenclaturas antigas devido a importancia sanitaria e a
familiarizagdo da populacdo com estes nomes. FONTE: Mosquito taxonomy inventory. Disponivel em
http://mosquito-taxonomic-inventory.info/valid-species-list. Acesso em 16 jan 2015.
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O virus continuou se disseminando, atingindo a india, onde mais de 1,3 milhdo
de casos suspeitos foram reportados apenas no primeiro ano (LAHARIYA; PRADHAN,
2006; POWERS, 2010). Em 2007, o CHIKV foi introduzido na Europa, quando
ocorreram os primeiros casos de transmissao autoctone na Italia, sendo a transmissao
mediada por Ae. albopictus (ANGELINI et al., 2007).

Essas epidemias que ocorreram em ilhas do oceano indico e india parecem
ter emergido independentemente do que ocorria na Africa oriental, sendo atribuidas a
uma nova linhagem de CHIKV descendente do gendtipo ECSA, a linhagem do Oceano
indico (I0L) (VOLK et al., 2010). Estudos genéticos com isolados virais obtidos a partir
do surto na ilha da Reunido identificaram que o virus circulante nesses paises possui
uma mutacgao na posicao 226 do gene codificante para a proteina E1 de uma alanina
para uma valina (E1-A226V). Essa mutagcdo no dominio de fusdo da proteina E1
demonstrou ser responsavel por um aumento na capacidade do CHIKV de infectar e
replicar em Ae. albopictus, sem interferir na replicagdo do virus em Ae. aegypti
(SCHUFFENECKER et al., 2006; TSETSARKIN et al., 2007; VAZEILLE et al., 2007).

A primeira evidéncia de transmissao autoctone do CHIKV nas Ameéricas foi
documentada em outubro de 2013, na ilha de Saint Martin, no Caribe (CASSADOU et
al., 2014). Desde entdo, o numero de casos suspeitos e confirmados vem
aumentando, com a transmissao autoctone ja descrita em 44 paises e territérios das
Ameéricas. Outros seis paises relataram casos importados. Até 20 de marco de 2015,
a Organizagdo Pan-Americana / Organizagdo Mundial de Saude (OPA/OMS)
informaram um total de 1.307.344 casos (entre confirmados e suspeitos) autdctones
nas Ameéricas e 3.524 casos importados, sendo que 184 resultaram em morte
(WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO), 2015). Surpreendentemente, estudos
genéticos do virus circulante no Caribe demonstraram que ndo se trata do genaétipo
pandémico IOL, e sim do gendtipo Asiatico, que ainda ndo é adaptado a transmissao
pelo Ae. albopictus (MORRISON, 2014).

No Brasil, até 15 de novembro de 2014, foram relatados 71 casos importados
e 1.293 casos autdctones, sendo 125 confirmados em laboratério e 1.239 por critério
clinico-epidemioldgico. Dos casos de transmissao autoctone, 531 ocorreram no
municipio de Oiapoque (AP), 563 em Feira de Santana (BA), 196 em Riach&o do
Jacuipe (BA), um em Matozinhos (MG), um em Sao Leopoldo (MG) e um Campo
Grande (MS) (BRASIL, 2014b). Dados mais atualizados, de 20 de margo de 2015,

relatam 5.355 casos autéctones e 100 casos importados no Brasil, sendo que casos
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autéctones foram reportados em Amapa, Roraima, Bahia, Minas Gerais, Goias, Mato
Grosso do Sul e no Distrito Federal (WHO, 2015).

O sequenciamento nucleotidico seguido de analise filogenética do virus em
um caso importado e em um caso autéctone em Oiapoque revelou que o CHIKV
responsavel por estes casos pertence ao gendtipo Asiatico, 0 mesmo que vem
circulando na regidao do Caribe. Posteriormente, o sequenciamento nucleotidico do
virus em um caso autdéctone em Feira de Santana revelou que o gendétipo viral
circulante nessa regiao é o ECSA (FIGUEIREDO; FIGUEIREDO, 2014). Isso significa
que ja existem dois gendtipos de CHIKV circulando no Brasil.

A distribuigdo do CHIKV no mundo e nas Américas esta ilustrada nas Figuras
4eb.

Figura 4 — Distribui¢&o do virus Chikungunya no mundo. Estéo indicados o surgimento e a emergéncia
das linhagens Asiatica (setas e pontos vermelhos) e do Oceano Indico (setas e pontos amarelos).
Fonte: WEAVER (2014).
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Figura 5 — Paises da América com transmiss&o autéctone (em roxo) ou com casos importados (com
estrela) de chikungunya em 20 de marco de 2015. Fonte: (WHO, 2015).

2.1.2.2 Ciclos de Transmissao

O CHIKV tem dois ciclos de transmissdo bem documentados: um ciclo
silvestre enzoético e um ciclo urbano endémico/epidémico (Figura 6). Na Africa, o ciclo
silvestre ocorre em florestas, onde mosquitos arbéreos atuam como vetores e

primatas ndo humanos como principais reservatorios e hospedeiros amplificadores.
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Os mosquitos envolvidos no ciclo silvestre mais descritos sédo: Aedes furcifer, Ae.
taylori, Ae. luteocephalus e Ae. africanus’.

Neste ciclo de transmissdo enzodtico, infeccdes em humanos ocorrem
principalmente em populagdes que vivem perto das selvas africanas e pode até causar
pequenos surtos. Embora o ciclo silvestre tenha sido descrito apenas na Africa, alguns
estudos sugerem que ele também ocorra na Asia.

Ja o ciclo epidémico ocorria na Africa quando o CHIKV era introduzido em
areas urbanas onde mosquitos mais antropofilicos (Ae. aegypti e Ae. albopictus)
podiam iniciar uma transmissao humano-mosquito-humano. O ciclo urbano também
ocorria na Asia desde a década de 50, quando o CHIKYV foi introduzido no continente
(CAGLIOTI et al., 2013; WEAVER et al., 2012).

Ciclo Silvestre Ciclo Urbano

N
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Figura 6 — Ciclos de transmissdo do virus Chikungunya demonstrando os principais vetores e
hospedeiros vertebrados envolvidos. FONTE: Adaptado de POWERS (2010).

Até 2004, os surtos em humanos estavam associados principalmente ao Ae.
aegypti (GOULD et al., 2010). Desde 2004, no entanto, o CHIKV vem causando surtos
e epidemias por varias partes do mundo, com o virus se disseminando mais
rapidamente. Isso tem sido atribuido, em parte, a mutagdo A226V na proteina E1 do
CHIKV que possibilitou que o CHIKV fosse transmitido também pelo Ae. albopictus
(SCHUFFENECKER et al., 2006; TSETSARKIN et al., 2007). Diferentemente do Ae.

aegypti que é predominantemente urbano e procria principalmente em locais

Na classificagdo atual, o Aedes furcifer € chamado Diceromyia furcifer, o Ae. taylori € chamado Di.
taylori, o Ae. luteocephalus é Stegomyia luteocephala e o Ae. africanus é St. africana.
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artificiais, o Ae. albopictus prefere areas suburbanas e rurais, se reproduz tanto em
ambientes artificiais, quanto naturais e pode infectar tanto humanos quanto animais.
Essa adaptacdo do CHIKV ao Ae. albopictus aumenta o poder epidémico do virus,
uma vez que ele passa a ser transmitido também em locais onde o Ae. albopictus é o
mosquito predominante (NG; HAPUARACHCHI, 2010; SCHWARTZ; ALBERT, 2010).

O CHIKV, juntamente com os virus da dengue e da febre amarela, € um
arbovirus capaz de iniciar um ciclo urbano sustentavel que se baseia apenas em
mosquitos como vetores (neste caso, o Ae. aegypti e o Ae. albopictus) e humanos
como hospedeiros amplificadores. Este ciclo endémico/epidémico resulta em altos
niveis de exposicdo de humanos aos mosquitos transmissores, em especial porque
estes vetores vivem em estreita proximidade com as pessoas (WEAVER et al., 2012).

Além da transmissdo a partir da picada de mosquito infectado, no surto
ocorrido na ilha da Reunido em 2005, também foram relatados casos de transmissao
materno-fetal (GERARDIN et al., 2008).

2.1.2.3 Patogénese e Aspectos Clinicos da Infec¢ao

A doenga causada pelo CHIKV em humanos, a febre chikungunya, é
caracterizada por uma doenga febril abrupta (>38°C), poliartralgia e rash petequial ou
maculopapular. Em alguns casos, os sintomas sao indistinguiveis dos da dengue. O
periodo de incubacdo varia de 3 a 7 dias e, diferentemente de outros arbovirus,
apenas 5-25% das infecgdes por CHIKV sdo assintomaticas (MORRISON, 2014;
WEAVER et al., 2012). Outros sintomas incluem calafrios, dor de cabega, fotofobia e
mialgia, particularmente nos musculos da parte inferior das costas e das pernas. A
artralgia é simétrica e afeta principalmente as articulagdes periféricas, incluindo
punhos, joelhos, tornozelos e pequenas articulagbes das méos. A dor articular muitas
vezes € incapacitante e pode persistir por semanas ou anos, levando a um grande
impacto socioecondmico nas areas atingidas (MORRISON, 2014; SCHWARTZ;
ALBERT, 2010).

Além disso, embora o CHIKV seja um alfavirus predominantemente causador
de artrite, durante a epidemia atual no mundo, manifestagbes neuroldgicas e

cardiacas graves e, em alguns casos morte, tém sido documentadas. Esses casos
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mais graves ocorrem principalmente em neonatos, em pacientes com mais de 65 anos
e em pacientes com outras doencas pré-existentes (GERARDIN et al., 2008;
MORRISON, 2014). Diferentemente de outros alfavirus normalmente causadores de
encefalite, as células-alvo do CHIKV n&o séo células neuronais. Ha indicios de que o
CHIKV infecta células estromais do sistema nervoso central, em especial do plexo
coroide (SCHWARTZ; ALBERT, 2010).

Apos a transmissao, o virus replica em células da pele e entdo se dissemina
para as articulacdes e figado, provavelmente via corrente sanguinea (WEAVER et al.,
2012). O CHIKV tem como principais alvos fibroblastos musculares, articulares e da
pele, mas também foi encontrado em camadas epiteliais e endoteliais de varios
orgaos, como figado, baco e cérebro (COUDERC et al., 2008).

O inicio da doenga coincide com o aumento do titulo viral, com alta viremia, o
que desencadeia a ativacao de uma resposta imune inata, marcada pela produgao de
interferon (IFN) tipo | (Figura 7) (SCHWARTZ; ALBERT, 2010). Um efeito da infecgdo
aguda por CHIKV ¢ a linfopenia (BORGHERINI et al., 2007). Isso provavelmente néo
se deve a um efeito direto do virus sobre os linfocitos, uma vez que linfécitos B e T
nao sao infectados pelo CHIKV. A linfopenia pode ser resultado da morte de linfécitos
ocasionada pela resposta mediada por IFN tipo | ou ainda por uma migragdo dos
linfécitos para os tecidos, levando a uma redugdo destas células na corrente
sanguinea. Na maioria dos individuos a quantidade de linfocitos na circulagéo é
restabelecida logo apds a resolugado da infeccdo (SCHWARTZ; ALBERT, 2010).
Outras alteragdes de marcadores laboratoriais incluem trombocitopenia, aumento nas
concentracbes sanguineas de aspartato transaminase, alanina aminotransferase e

creatinina quinase e hipocalcemia (BORGHERINI et al., 2007).
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Figura 7 — Representagédo esquematica da patogénese do virus Chikungunya. FONTE: Adaptado de
SCHWARTZ e ALBERT (2010).

Em geral, o virus é eliminado do organismo entre 4 e 7 dias apds a infecgao,
mas pode persistir por até 12 dias (SCHWARTZ; ALBERT, 2010; WEAVER et al.,
2012). E neste momento que também é evidenciada a resposta imune adaptativa
contra o CHIKV, com a produgdo de anticorpos neutralizantes, além de ter sido
também sugerida a inducao de linfécitos T citotdxicos (Figura 7). O mecanismo pelo
qual esses linfécitos participam na eliminacao de células infectadas por CHIKV ainda
nao foi esclarecido (SCHWARTZ; ALBERT, 2010).

Os sintomas da fase aguda da doenga duram de alguns dias a poucas
semanas, porém cerca de 30-40% dos pacientes evolui para um quadro crénico, com
dores articulares recorrentes, que pode durar até varios anos (Figura 7). Embora a
causa das dores articulares crbénicas ainda nédo esteja bem estabelecida,
recentemente, Hawman et al. (2013) demonstraram, em modelo murino, que a causa
pode ser uma infecgao persistente do CHIKV. Eles verificaram que o RNA viral pode
ser detectado em varios tecidos no inicio da infeccdo, mas que persiste
especificamente em tecidos associados a articulacdes por pelo menos 16 semanas.
Além disso, sugerem que a persisténcia do CHIKV nos tecidos associados a
articulagdes pode promover uma inflamacgéao crénica das membranas sinoviais e que
a resposta imune mediada por células T e/ou B protege contra doenga musculo-

esquelética cronica (HAWMAN et al., 2013). A doenga crdnica inclui sintomas como
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artralgia e até artrite e pode ser altamente debilitante. Em funcao disso, as epidemias
podem gerar grandes impactos socioeconémicos (MORRISON, 2014), uma vez que
afeta a capacidade laboral da populagao, evidenciando o papel do CHIKV na saude

publica.

2.1.2.4 Diagnostico

Segundo diretrizes da Organizagdo Mundial de Saude (WHO, 2011), a
confirmacao de um diagndstico de infeccao por CHIKV é realizada por pelo menos um
dos critérios abaixo:

- isolamento viral;

- deteccao de RNA viral por RT-PCR,;

- deteccédo de IgM anti-CHIKV em uma unica amostra de soro (coletada
durante a fase aguda ou convalescente);

- um aumento de quatro vezes no titulo de anticorpos anti-CHIKV, em
amostras coletadas com pelo menos 2-3 semanas de intervalo.

O Ministério da Saude também tem adotado esses critérios (BRASIL, 2014c).
Além disso, a partir de 10 de outubro de 2014, ampliou a possibilidade de confirmagao
de casos de febre Chikungunya baseando-se apenas em critérios clinico-
epidemioldgicos nas localidades com registro de casos autdctones. Desta forma, para
a confirmacao dos casos serao considerados fatores como os sintomas apresentados
e a proximidade com pessoas que ja contrairam a doenga. Nessas localidades, o
exame laboratorial sera realizado apenas em casos atipicos ou 6bitos. Onde ainda
nao houver relato de transmissado autéctone do CHIKV, a comprovagao continuara
sendo por meio de exame laboratorial (BRASIL, 2014d).

O tipo de teste a ser realizado depende da disponibilidade, tempo de coleta e
volume da amostra. Quando a amostra é coletada nos primeiros dias apés o inicio dos
sintomas, pode ser realizado o isolamento viral ou a detec¢do de acido nucleico viral
por RT-PCR (STAPLES; BREIMAN; POWERS, 2009). O isolamento viral se baseia
na inoculagdo da amostra biolégica em culturas celulares, derivadas de mamiferos ou
de mosquitos, ou em camundongos recem-nascidos (CAVRINI et al., 2009). Para a

deteccao de RNA viral por RT-PCR, diversos protocolos tém sido desenvolvidos.
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Estes testes moleculares tém demonstrado que o CHIKV é capaz de gerar uma alta
viremia em humanos, tendo sido detectadas cargas virais de até 10° copias/mL e
quantidade viral de até 1 x 1088 unidades formadoras de placa por mL (LANCIOTTI et
al., 2007; PANNING et al., 2008).

Quando as amostras forem coletadas na fase aguda ou convalescente da
doencga, podem ser utilizados testes para a detecgdo de imunoglobulinas tipo M e G
(IgM e 1gG). Anticorpos do tipo IgM normalmente ja estdo presentes cerca de sete dias
apos a infeccdo e podem persistir por varios meses. Na auséncia de IgM, virus ou
acido nucleico em uma amostra de infecgdo aguda, a infecgdo pode ser confirmada
por meio de um aumento de quatro vezes no titulo de anticorpos anti-CHIKV entre
amostras aguda e convalescente (POWERS, 2010; PRINCE et al., 2014). A deteccéao
de IgM e IgG pode ser feita por métodos como imunofluorescéncia, ELISA e teste
imunocromatografico (KASHYAP et al., 2010; LITZBA et al., 2008; PRAT et al., 2014).
Estes testes, porém, costumam ter problemas de especificidade, principalmente
devido a reatividade antigénica cruzada entre CHIKV e outros arbovirus, como os
virus da dengue, o’nyong-nyong, Syndbis e Mayaro (BLACKBURN; BESSELAAR;
GIBSON, 1995; CAVRINI et al., 2009). Em funcao disso, um teste bastante utilizado
como teste confirmatorio € o teste de neutralizagdo por reducéo de unidade formadora
de placa (PRNT), que tem maior especificidade e é considerado o padréo ouro para
confirmacgéao de testes soroldgicos. A principal dificuldade da PRNT € o uso de virus
ativo, que requer a manipulagéo em laboratério com nivel de biosseguranga 3 (NB3),
0 que limita o numero de laboratorios disponiveis para a realizagdo deste teste
(STAPLES; BREIMAN; POWERS, 2009).

2.2 FLAVIVIRUS

2.21 Classificagao, Estrutura e Replicagao

O género Flavivirus faz parte da familia Flaviviridae, juntamente com os
géneros Hepacivirus, Pegivirus e Pestivirus (INTERNATIONAL COMMITTEE ON
TAXONOMY OF VIRUSES (ICTV), 2014). O nome “Flaviviridae” faz referéncia ao
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virus da febre amarela (do latim “flavus”, que significa “amarelo”), o protétipo da familia
(CHAMBERS et al., 1990). Além do virus da febre amarela, o género Flavivirus
compreende outras 52 espécies virais, entre elas o virus da dengue, o virus da
encefalite de Saint Louis e o virus do oeste do Nilo (INTERNATIONAL COMMITTEE
ON TAXONOMY OF VIRUSES (ICTV), 2014), abordados neste trabalho.

Muitos dos flavivirus sao arbovirus causadores de doenca em humanos.
Dependendo do modo de transmissao, podem ser divididos em flavivirus transmitidos
por mosquitos, flavivirus transmitidos por carrapatos e flavivirus com vetor
desconhecido. Os flavivirus transmitidos por mosquitos podem ainda ser agrupados
em fungao de sua associacdo com vetores dos géneros Culex ou Aedes. Enquanto a
maioria dos virus associados a Culex infecta hospedeiros aviarios, virus associados a
Aedes geralmente ndo o fazem; por outro lado, os virus associados a Culex ndo séo
mantidos na natureza em ciclos envolvendo primatas (PIERSON; DIAMOND, 2013).

Os flavivirus possuem estrutura esférica, com diametro de 40 a 60 nm. Seu
material genético € composto por uma fita simples de RNA, ndo-segmentado, de
polaridade positiva, com aproximadamente 11 kb de comprimento. O RNA gendémico
possui apenas uma ORF flanqueada por uma regido 5’ e uma 3’ ndo codificantes. A
poliproteina gerada por essa ORF € posteriormente clivada por enzimas virais e da
célula hospedeira, resultando em trés proteinas estruturais, que compdem o virion (C,
prM/M e E), e sete proteinas nao-estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e
NS5), envolvidas principalmente na replicagéo e na patogénese. O genoma possui em
sua extremidade 5’ um capeamento tipo 1 (m’GpppAmN), o qual serve para estabilizar
o RNA viral e para o inicio da tradugao, além de estruturas secundarias comuns entre
os flavivirus, que estdo envolvidas na tradugdo e replicacdo do genoma. Na
extremidade 3’, apesar do RNA ndo possuir uma cauda de poliadenina, possui
estruturas secundarias conservadas (Figura 8) (HERNANDEZ; BROWN; PAREDES,
2014; LINDENBACH et al., 2013).



44

A [} P |
5" cap (I)f =10.8 kb | 3
7mGpppAm—[ ORF >——OH
/. i~ K//z/N::R w
) 5"NCR 5 CS RCS2 52 C5l lm
5 SLS?—E.E mosquito-borne flaviviruses t:‘}“k "
5 C8 R3 PR
tick-borne flaviviruses D . . w
E
B e =3400 codons
- Structural Genes _ Nonstructural Genes >—
/', .y b \
NH, {5 [0 ) G Reliese [ ][ |[MTase RAREIN | COOH
C prM E NSI NS2A 2B NS3 4A  NS4B NS5
)
U@ Cl[] IE!:]I:I
pr™ cleaved N353
C
Cytoplasm

MAREEAAATRINARE A

NS2ZB  NS4A NS4B

Figura 8 — Organizagéo do genoma dos Flavivirus e seu transcrito proteico. A: estrutura do genoma e
elementos do genoma, com indicagéo da unica ORF, do cap 5’ e das regides nao codificantes (NCR)
5 e 3'. B: esquema da poliproteina e produtos de processamento proteolitico. As proteinas estruturais
estdo ilustradas em roxo. Os sitios de clivagem por signalase do hospedeiro (¢), por serino-protease
viral (|), por furina do hospedeiro (V) e por proteases desconhecidas (?) estao indicados. C: topologia
da poliproteina viral na membrana do reticulo endoplasmatico. FONTE: LINDENBACH et al. (2013).

O virion é composto por um nucleocapsideo com simetria icosaédrica
envolvido por um envelope (Figura 9). O nucleocapsideo € constituido pelo RNA
gendmico associado a multiplas cépias da proteina de capsideo (C). O envelope é
formado por uma bicamada lipidica derivada da célula hospedeira na qual estao
inseridas a proteina de envelope (E) e a proteina de membrana (M). A M é gerada
apos a protedlise da proteina pré-membrana (prM), sua precursora, e esta ancorada
na membrana por duas hélices transmembrana (Figura 8 B e C) (CHAMBERS et al.,
1990). A proteina E é o maior determinante antigénico da particula viral e principal
alvo para anticorpos neutralizantes, € responsavel pela ligagéo do virus a receptores
da célula hospedeira e pela fusdo de membranas, além de estar envolvida na
montagem e brotamento do virus. O ectodominio da proteina E consiste em trés
dominios estruturalmente distintos (DI, DIl e DIIl) conectados por pequenas regides
de dobradigca. O dominio Il € o que medeia a dimerizagdo da E na particula viral
madura e que contém o peptideo de fuséo (Figura 9) (PIERSON; DIAMOND, 2013).
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Na particula viral madura, a proteina E esta presente como 90 homodimeros,
que formam um padrao de “espinha de peixe” e cobrem completamente a bicamada
lipidica (Figura 9 B). As proteinas M e E n&o interagem com o nucleocapsideo no
virion maduro (KUHN et al., 2002).

A

Figura 9 — Estrutura de uma particula madura de um flavivirus. A: representagdo esquematica da
particula viral. O RNA esta representado em preto e o capsideo, como um circulo azul. A membrana
esta representada como uma bicamada cinza, com as glicoproteinas virais inseridas. A regiao
amplificada mostra um homodimero de proteina E, com o dominio | em vermelho, o Il em amarelo, o llI
em azul escuro e o peptideo de fuséo (verde) protegido. A proteina M esta mostrada em azul claro. B:
representacao esquematica do envelope viral, evidenciando a organizagédo da proteina de envelope.
Trés homodimeros de E quase paralelos formam uma estrutura parecida a uma “espinha de peixe”.
FONTE: Adaptado de KUHN et al. (2002) e MARTIN; LIU; KIELIAN (2009).

A infecgdo por um flavivirus se inicia com a ligacdo da glicoproteina E a
receptores da célula hospedeira e posterior endocitose mediada por vesiculas de
clatrina. Uma vez dentro da vesicula endocitica, a acidificacdo progressiva desta
promove uma série de alteragdes conformacionais na proteina E levando a fusao da
membrana viral com a endossomal e a subsequente liberagdo do nucleocapsideo no
interior da célula (Figura 10). A etapa inicial para a fusdo das membranas envolve a
dissociagao dos homodimeros de E em mondmeros. Essa dissociacdo resulta na
exposicao do peptideo de fusdo, na sua inser¢cdo na membrana endossomal e entao
na reassociacdo da proteina E em trimeros. As alteragdes conformacionais da E
promovem uma aproximacado das membranas endossomal e viral e a sua fusdo
(MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005; SMIT et al., 2011).
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Uma vez que o genoma ¢ liberado no citosol, o RNA viral € traduzido em uma
unica poliproteina. Essa tradugao ocorre junto ao reticulo endoplasmatico (RE), onde
varias sequéncias-sinal e dominios transmembrana possibilitam o enderegamento das
proteinas voltadas para o citosol ou para o lumen do RE (Figura 8 C). A poliproteina
€ processada co- e pos-traducionalmente por proteases virais e da célula hospedeira,
gerando as dez proteinas virais. As proteinas n&o estruturais provavelmente recrutam
0 genoma viral para um complexo replicativo. A replicag&o inicia com a sintese de uma
fita complementar de RNA, de polaridade negativa, que serve como molde para a
sintese de novas fitas positivas.

A montagem de novas particulas virais ocorre na superficie do RE, onde
multiplas copias da proteina C se associam a uma unica cépia do RNA gendémico para
formar o nucleocapsideo, que brota para o interior do RE. No lumen do RE, aprM e a
E formam heterodimeros e trés desses heterodimeros formam uma espicula viral. O
nucleocapsideo raramente é encontrado em uma célula infectada por um flavivirus, o
que indica que a formagao da particula € um processo coordenado entre a proteina C
associada a membrana e os heterodimeros de prM-E no RE. Apds a montagem, os
virions sdo transportados pela via secretéria e liberados por vesiculas exociticas
(Figura 10). Durante a passagem pela rede trans de Golgi, o pH acido induz uma série
de alteracdes conformacionais, com dissociagdao dos 60 heterodimeros de prM-E
projetados na superficie viral e formagcao de 90 homodimeros de proteina E. Isso
permite a clivagem da prM em M e “pr” por uma furina celular. O peptideo “pr’ se
dissocia da particula apos a sua liberacao para o meio extracelular (CHAMBERS et
al., 1990; LINDENBACH et al., 2013; MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005;
SMIT et al., 2011).

Além das particulas virais maduras, em uma infec¢ao por flavivirus costumam
ser geradas particulas subvirais. Estas particulas contém apenas o envelope viral
(proteinas M e E associadas a bicamada lipidica). Essas particulas subvirais sao
montadas no RE, sofrem as mesmas modificacbes pds-traducionais das particulas
infectivas e s&o liberadas por exocitose. Uma vez que nado contém o capsideo e o
genoma virais, estas particulas ndo sao infectivas (ALLISON et al., 2003; LORENZ et
al., 2003; MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005).
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Figura 10 — Representacido esquematica das principais etapas do ciclo de infecgéo e replicagdo de um
flavivirus. O inicio do ciclo esta mostrado a esquerda com a ligagéo de um virion ao receptor da célula
hospedeira e sua internalizagdo mediada por vesiculas de clatrina. Apds a fusdo do envelope viral,
desmontagem do capsideo e liberagdo do RNA gendmico, o RNA é traduzido nas proteinas estruturais
€ nao estruturais e a replicagdo do RNA gendmico ocorre associado a membranas. A montagem das
particulas virais ocorre no reticulo endoplasmatico (RE), onde sao formadas particulas virais imaturas.
Ao longo da via exocitica, ocorre a maturagdo das particulas virais e liberacdo de novos virions por
exocitose. FONTE: Adaptado de PIERSON e DIAMOND (2013).
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2.2.2 Virus da Dengue

2.2.2.1 Historico

O virus da dengue (género Flavivirus, familia Flaviviridae) é classicamente
classificado em quatro sorotipos antigenicamente distintos, mas estreitamente
relacionados (DENV-1 a -4) (CALISHER, 1988). Recentemente, no entanto, foi
descrito um quinto sorotipo do virus. At¢é o momento esse novo sorotipo sé foi
detectado em florestas de Sarawak, na Malasia, mas o risco de transmiss&o a outros
paises nao pode ser descartado (MUSTAFA et al., 2015).

Atualmente, a dengue é uma das arboviroses mais importantes em termos de
distribuicdo geografica e incidéncia de infeccdo em humanos, sendo endémica nas
regides tropicais e subtropicais do globo (Figura 11). Mais de 40% da populagéo
mundial vive em areas de risco de transmissdo e estima-se que ocorram
aproximadamente 390 milhdes de infecgdes pelo virus da dengue cada ano, dos quais
96 milhdes manifestam sintomas da doenga (BHATT et al., 2013; GUZMAN; ISTURIZ,
2010).

Probabilidade
de ocorréncia

-
P

Figura 11 — Paises e areas com risco de transmisséo de dengue. Areas com maior probabilidade de
ocorréncia estao ilustradas em vermelho e com menor probabilidade, em verde. FONTE: Adaptado de
BHATT et al. (2013).

Os registros mais antigos sugerindo potenciais casos de dengue constam na

enciclopédia médica chinesa da dinastia Jin (265-420 d.C.). A doenga foi chamada de
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“veneno da agua” pelos chineses, que, de algum modo, entenderam que o quadro
estava correlacionado com insetos voadores e agua. Mas o relato do primeiro caso
definitivo de dengue foi atribuido a Benjamin Rush em 1789, quando a doenca foi
chamada de “febre quebra ossos” (GUZMAN; ISTURIZ, 2010) e, em 1907, o agente
etioldgico foi identificado como um “agente filtravel” (ASHBURN; CRAIG, 1907).

O virus da dengue foi isolado pela primeira vez em 1943 no Japao (HOTTA,
1952) e logo foi reconhecida a existéncia de diferentes sorotipos (SABIN, 1952;
SNOW et al., 2014).

Com a segunda guerra mundial (1939-1945), as alteragdes nos ecossistemas
e o0 deslocamento de grandes contingentes de pessoas e material levaram a
disseminagéo do virus da dengue e de mosquitos vetores para varias regides da Asia
e do Pacifico. No pds-guerra, a urbanizacdo desordenada na regiao asiatica, com
aumento da populagao nas areas urbanas, criou 6timas condi¢coes para a expansao
dos vetores. Isso levou ao surgimento de infec¢gdes sucessivas por dengue e ao
surgimento de um novo padrdo da doenga, com epidemias das formas graves da
doencga (GUBLER, 1998). Os primeiros casos de dengue hemorragica (FHD) foram
relatados nas Filipinas (1953-1954) (HAMMON; RUDNICK; SATHER, 1960). Em
meados da década de 70, a FHD ja havia se tornado uma das principais causas de
hospitalizagdo e morte entre criangas em varios paises do sudeste asiatico. Durante
as décadas de 80 e 90, a transmissao da dengue epidémica se intensificou, havendo
um ressurgimento global da febre da dengue, com expansao geografica tanto do
mosquito vetor quanto do virus, aumento da incidéncia da doenga e a emergéncia da
FHD em varios paises (GUBLER, 1998, 2011).

Nas Américas, a historia da dengue pode ser dividida em quatro fases (DICK
et al., 2012):

1) Introducdo da dengue nas Ameéricas (1600 — 1946): inicialmente com
epidemias e surtos de uma doenca semelhante a dengue, sendo o diagnostico
determinado apenas pelas caracteristicas clinicas e epidemiologicas. Apenas apos
1943, com o primeiro isolamento do virus e a disponibilidade de testes diagnosticos,
iniciou-se a era moderna de pesquisa com o virus da dengue.

2) Plano continental para erradicagdo do Ae. aegypti (1947 — 1970): o
programa foi, na realidade, executado com o objetivo de eliminar a febre amarela e,
com excegao de poucos paises, como a Venezuela, Cuba, o sul dos EUA e alguns

paises do Caribe, o vetor desapareceu do continente americano.
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3) Reinfestagdo pelo Ae. aegypti (1971 — 1999): com a deterioragdo dos
programas de controle de mosquitos na década de 60, o Ae. aegypti foi rapidamente
reintroduzido a partir das areas onde nao havia sido erradicado, levando a surtos de
dengue causados pelos diferentes sorotipos do virus.

4) Aumento na dispersédo do Ae. aegypti e da circulagdo do virus da dengue
(2000 — atual): a partir do ano 2000 houve um aumento sem precedentes do numero
de casos nas Américas, com circulagdo dos quatro sorotipos do virus e atingindo o
maior registro de casos, inclusive de casos graves, ja relatados.

Além disso, na década de 80, foi introduzido no continente americano,
inclusive no Brasil, o Ae. albopictus, um mosquito natural da Asia oriental que também
€ um vetor competente para o DENV (FIGUEIREDO, 2000).

Essas mudancas epidemioldgicas da dengue nas Américas reproduzem o
mesmo que ocorreu na Asia nas décadas de 50 e 60, com as infeccdes passando de
um quadro endémico de baixa letalidade para formas epidémicas com casos graves
e fatais (SCHATZMAYR, 2008).

No Brasil, apos o plano de erradicagdo do Ae. aegypti, a circulagdo do virus
da dengue foi confirmada em 1982, quando foram isolados virus da dengue dos
sorotipos 1 (DENV-1) e 4 (DENV-4) em Boa Vista, Roraima (OSANAI et al., 1983).
Este surto foi contido por medidas locais de controle do vetor e durante os quatro anos
seguintes nao foram notificados casos de dengue.

Foi apds 1986, quando o DENV-1 foi introduzido no estado do Rio de Janeiro
(SCHATZMAYR; NOGUEIRA; ROSA, 1986), que a dengue se tornou um problema de
saude publica no pais. A dispersdo deste sorotipo foi responsavel por varias
epidemias em diversas regides do Brasil. A situagdo se agravou em 1990 com a
introdugéo do virus da dengue do sorotipo 2 (DENV-2), também no Rio de Janeiro, e
sua subsequente disseminacgao para outras regides do pais. Houve, a partir de entao,
uma mudanca na epidemiologia da dengue no Brasil com a notificacdo de casos de
dengue hemorragica e 6bitos anualmente (NOGUEIRA; ARAUJO; SCHATZMAYR,
2007).

Apos a introdugao do virus da dengue do sorotipo 3 (DENV-3) nas Américas
em 1994 e sua rapida disseminagao para ilhas do Caribe, foram intensificados os
programas de vigilancia viroldgica no estado do Rio de Janeiro. Como resultado, em
dezembro de 2000, DENV-3 foi isolado a partir de um caso de febre da dengue e

também de mosquitos Ae. aegypti coletados no municipio de Nova Iguacu, Rio de
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Janeiro (LOURENCO-DE-OLIVEIRA et al., 2002; NOGUEIRA et al., 2001). A
introducdo do DENV-3 levou a uma grave epidemia no Rio de Janeiro em 2002, com
mais de 280.000 casos notificados, quase 2.000 do tipo hemorragico e 91 obitos. Em
todo o Brasil, foram notificados cerca de 700.000 casos de dengue (Figura 12), a
maioria nas regides sudeste e nordeste. Este numero correspondeu a 80% dos casos
de dengue reportados nas Américas (NOGUEIRA et al., 2005).

Em 2010, foi isolado DENV-4 em Boa Vista, apds 28 anos de auséncia
(NUNES et al., 2012; TEMPORAO et al., 2011), levando a uma nova epidemia de
dengue no pais. A ultima epidemia, iniciada em 2013, teve um registro recorde de
mais de um 1.400.000 casos (Figura 12), com casos notificados em todas as 27
unidades federativas do pais (BRASIL, 2014e).
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Figura 12 — Numero de casos de dengue (barras azuis) e de 6bitos por febre hemorragica da dengue
(linha vermelha) no Brasil nos anos de 1990 a 2013. FONTE: BRASIL (2014e).
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2.2.2.2 Ciclos de Transmissao

Embora hoje a maioria das infecgdes em humanos é causada por cepas de
DENV que dependem apenas de humanos como reservatorios e hospedeiros

amplificadores, acredita-se que as formas ancestrais do virus s&o as que circulam em
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habitats florestais e estdo envolvidas no ciclo silvestre da dengue (VASILAKIS;
WEAVER, 2008).

O ciclo silvestre tem sido demonstrado no sudeste da Asia e na Africa
(DIALLO et al., 2003; RUDNICK, 1966; VASILAKIS et al., 2011) e envolve primatas
nao humanos como hospedeiros e mosquitos arbdéreos da tribo Aedini como vetores.
Em areas rurais da Africa e Asia (também chamadas de “zonas de emergéncia”), onde
vetores enzooticos frequentemente atingem altas densidades e a populacdo humana
€ pequena, o DENV pode ser transferido entre primatas ndo humanos e seres
humanos. Mas o ciclo de transmissdo mais importante do ponto de vista de saude
publica € o urbano endémico/epidémico, que ocorre em ambientes urbanos e
periurbanos dos trépicos. Neste ciclo, o DENV é transmitido entre humanos pelo
mosquito peridoméstico Ae. aegypti. Outras espécies como o Ae. albopictus e o Ae.
polynesiensis podem servir como vetores secundarios (Figura 13) (GUBLER, 1998;
VASILAKIS; WEAVER, 2008).

Ciclo Silvestre Ciclo Urbano

Primatas ndo humanos

Humanos

[ )
Zona de Ae. aegypti, Ae. albopicius,
Ae._ luteocephalus emerg éncia” Ae. polynesiensis

Ae. furcifer, Ae. taylon,

Figura 13 — Ciclos de transmissdo do virus da dengue demonstrando os principais vetores e
hospedeiros vertebrados envolvidos. FONTE: Adaptado de VASILAKIS e WEAVER (2008).

A infeccédo pelo virus da dengue ocorre através da picada de fémeas de
mosquitos das espécies citadas acima. Uma vez que um individuo foi picado por um
mosquito infectado, o virus inicia um periodo de incubacao de 3 a 14 dias, apds o qual

pode causar febre e outros sintomas e sinais nao especificos. Durante este periodo
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febril agudo, que pode durar de 2 a 10 dias, o DENV pode circular no sangue
periférico. Caso outro mosquito se alimente do sangue de um individuo durante este
periodo, o mosquito podera se infectar e, apés um periodo de incubagao extrinseco
de 8 a 12 dias, estara apto a transmitir o virus para outras pessoas, completando

assim o ciclo de transmissdo (GUBLER, 1998).

2.2.2.3 Patogénese e Aspectos Clinicos da Infec¢ao

A dengue é uma doenga sistémica e dinamica, que, apds o periodo de
incubagéo, é seguida por trés fases: febril, critica e de recuperacéo (Figura 14) (WHO,
2009a). Os quatro sorotipos de DENV causam manifestagdes clinicas semelhantes e
apresentam padroes de disseminagdo sistémica similares, com tropismo

principalmente por monécitos, macréfagos e células dendriticas (ROTHMAN, 2011).

Dias de doenga 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Temperatura L 40°

Desidratagao Reabsorcéo do
Questoes clinicas potenciais excesso de fluido

Comprometimento de drgaos

Plaquetas
Mudangas laboratoriais

Hematdcrito

ant

g : 2 \iremia
Sorologia e virologia

Curso da doenca: Febril Critica Fases de recuperagao

Figura 14 — Progresséo da dengue. Doenga clinica, temperatura corporal, alteracées hematoldgicas,
sorologia e viremia ao longo dos dias ap6s a infeccdo. FONTE: Adaptado de WHO (2009a).
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A maioria das infeccbes por DENV apresenta-se como uma infecgao
inaparente e a apresentagao clinica mais comum € a febre da dengue (FD), uma febre
indiferenciada. Os sinais e sintomas da infec¢cao se resolvem sem complicagdo na
grande maioria dos casos. Hemorragias espontaneas ou derrames de plasma, no
entanto, podem aparecer no final da doenca, resultando em formas mais severas e
algumas vezes fatais, a febre hemorragica da dengue (FHD) e a sindrome de choque
da dengue (SCD) (ROTHMAN, 2011; WHO, 2009a).

De acordo com os sinais e sintomas apresentados pelo paciente, os casos de
dengue séo classificados como (1) caso suspeito de dengue; (2) caso suspeito de
dengue com sinais de alarme ou (3) caso suspeito de dengue grave. Um caso é
considerado confirmado apenas quando houver confirmacao laboratorial (WHO,
2009a).

A FD é caracterizada por febre alta (39° a 40°C), de inicio abrupto,
acompanhado por nausea, vomitos, cefaleia, dor retroorbital, mialgia, artralgia e/ou
exantema. Outras caracteristicas comuns incluem leucopenia e trombocitopenia (com
petéquias ou prova do lago positiva). Todos os casos em que o paciente resida ou
tenha viajado nos ultimos 14 dias para locais onde esteja ocorrendo a transmisséo de
dengue ou que tenha a presenga do vetor Ae. aegypti, que apresente febre,
usualmente entre 2 e 7 dias, e duas ou mais dessas manifestacbes de FD sao
considerados “casos suspeitos de dengue” (BRASIL, 2005; WHO, 2009a). A doenca
raramente € fatal e a fase aguda tem duracdo de 3 a 7 dias, mas pode ser
acompanhada por um periodo de convalescéncia prolongado por varias semanas,
com grande debilidade fisica (BRASIL, 2005; GUBLER, 1998; ROTHMAN, 2011).

Os casos em que, no periodo de defervescéncia, o paciente apresenta um ou
mais dos sinais de alarme: dor abdominal intensa e continua ou dor a palpacéao do
abdémen, vomitos persistentes, acumulo de liquidos (ascites, derrame pleural,
pericardico), sangramento de mucosas, letargia ou irritabilidade, hipotenséo postural,
hepatomegalia maior que 2 cm, aumento progressivo do hematdcrito, séo
considerados “casos suspeitos de dengue com sinais de alarme” (WHO, 2009a).

Ja os “casos suspeitos de dengue grave” sdo os casos com FHD, SCD e/ou
com comprometimento grave de érgéos, tais como dano hepatico importante (AST ou
ALT>1000), alteracdo de consciéncia, miocardite ou comprometimento de outros

orgaos. Na FHD, os sintomas iniciais sdo semelhantes aos da FD, porém ha um
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agravamento do quadro entre o terceiro e o sétimo dia da doenca. Esta é a fase critica,
quando a temperatura corporal cai para 37,5°C ou menos e o quadro evolui
rapidamente, com aumento na permeabilidade vascular e as consequentes
manifestagbes hemorragicas, como petéquias, equimoses, epistaxe, gengivorragia e
hemorragia em diversos 6rgaos. A fragilidade capilar é evidenciada pela positividade
da prova do lago. Nos casos graves de FHD, pode haver evolugéo para choque
hipovolémico, denominado de sindrome do choque da dengue (SCD), que ocorre
quando um volume critico de plasma é perdido. A SCD é de curta duracao e pode
levar a obito em 12 a 24 h ou a rapida recuperacdo, apds terapia apropriada.
Caracteriza-se por pulso rapido e fraco, com diminuicdo da pressao de pulso e arterial,
extremidades frias, pele pegajosa e agitagdo, as vezes com manifestacoes
neuroldgicas, como convulsdes e irritabilidade (BRASIL, 2005; GUBLER, 1998; WHO,
2009a). Na fase de recuperacgdo, ocorre uma reabsorgdo gradual do fluido do
compartimento extravascular (WHO, 2009a).

Estudos indicam que a resposta imune adaptativa ao DENV tem aspecto
protetor, mas em determinadas circunstancias pode ser prejudicial. Apds a infecgao
por um sorotipo de DENV (infeccdo primaria), uma imunidade protetora de longa
duragdo é gerada contra este sorotipo. Também ha uma resisténcia transiente a
infecgdo pelos demais sorotipos do virus, porém esta imunidade heterotipica dura
poucos meses. Apos este periodo, os individuos estdo susceptiveis a infecgao pelos
outros sorotipos (infecgao secundaria) (ROTHMAN, 2011).

Os casos de FHD/SCD ocorrem com maior frequéncia nas infeccdes
secundarias. Um fendmeno bem conhecido na imunopatogénese da dengue envolve
anticorpos potencializadores da infecgao (antibody-dependent enhancement — ADE),
que ocorre quando anticorpos heterotipicos ndo neutralizantes, provenientes de uma
infeccdo por um dos sorotipos de DENV, opsonizam a particula viral durante uma
infeccdo subsequente por outro sorotipo de DENV. O complexo virus-anticorpos
subneutralizantes facilitaria a entrada do virus em células fagociticas que possuem
receptores Fcy, exacerbando a infeccdo e levando ao desenvolvimento de uma
doenca mais severa (HALSTEAD; O’'ROURKE, 1977). Estudos sugerem que algo
similar também ocorre com a resposta celular, onde a expansao predominante de
células T com baixa avidez para o sorotipo viral infectante (e com alta avidez para o

sorotipo da infecgdo primaria) seria responsavel por um atraso e uma diminui¢do no
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controle da viremia e por um aumento na liberagdo de citocinas proé-inflamatérias
(MONGKOLSAPAYA et al., 2003).

A ocorréncia de FHD/SCD e de 6bitos em infecgdes primarias por DENV
sugere que outros mecanismos também devem estar envolvidos, como diferengas na
viruléncia entre variantes virais e fatores genéticos e o estado imunoldgico do paciente
(GUZMAN; KOURI, 2008; LEITMEYER et al., 1999; ROSEN, 1977).

2.2.2.4 Diagnostico

O Ministério da Saude preconiza que sejam considerados casos suspeitos de
dengue todos os casos de doencga febril aguda, com duragdo maxima de sete dias,
acompanhada de pelo menos dois dos seguintes sintomas: cefaleia, dor retroorbital,
mialgia, artralgia, prostragdo ou exantema, associados ou ndo a presencga de
hemorragias, e cujo paciente esteve, nos ultimos quinze dias, em area onde esteja
ocorrendo a transmissao de dengue ou tenha a presenga de Ae. aegypti. Durante uma
epidemia, o diagnostico pode ser feito baseado apenas nos critérios clinico-
epidemiologicos, exceto nos primeiros casos da area, nos casos em que haja alguma
manifestacdo hemorragica ou outro sinal de agravo e em gestantes (diagndstico
diferencial de rubéola), os quais deverdo ter confirmacéo laboratorial. E importante
ressaltar, no entanto, que a dengue é uma doenca dinédmica, cujos sintomas podem
facilmente ser confundidos com outras doencas febris e que pode evoluir rapidamente
de um estagio a outro. O manejo adequado dos pacientes depende do
reconhecimento precoce dos sinais de alerta, do continuo monitoramento dos casos
e da pronta reposicao hidrica (BRASIL, 2005).

O diagnéstico laboratorial da dengue pode ser realizado por deteccdo do
virus, do acido nucleico viral, de antigenos ou de anticorpos ou com uma combinagéo
destas técnicas (Figura 15). A escolha do método depende do propdsito para o qual o
teste é realizado (diagnéstico clinico, estudo epidemiolégico, desenvolvimento de
vacina), do tipo de instalagdes laboratoriais e conhecimentos técnicos disponiveis e
do curso da doenga e tempo de coleta da amostra. Em geral, os testes para isolamento

viral e deteccao do acido nucleico sao mais laboriosos e possuem maior custo, porém
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também sao mais especificos que a detecgao de anticorpos por métodos soroldgicos
(WHO, 2009a).

Viremia

Isolamento viral
Deteccdo de RNA viral

Infeccéo
primaria

Infeccdo
secundaria

Figura 15 — Janela de detecgéo aproximada dos testes para diagnostico de dengue. FONTE: Adaptado
de TANG e OOl (2012).

A deteccao direta do virus ou de seus componentes (acido nucleico ou
antigenos) pode ser utilizada para um diagnéstico precoce, definitivo e sorotipo-
especifico de uma infeccdo por DENV (PEELING et al., 2010). A detecgao do virus &
baseada no seu isolamento em cultura de células (usando linhagens de células de
mosquitos ou de mamiferos), diretamente em mosquitos ou em cérebro de
camundongos recém-nascidos, associado a imunofluorescéncia com anticorpos
especificos. O virus pode ser detectado a partir de soro, plasma, células sanguineas
e outros tecidos obtidos de autépsia (como figado, bago, linfonodos, pulméo e timo)
até aproximadamente cinco dias ap6s o inicio dos sintomas (GUZMAN; KOURI, 2004).
Ja a deteccédo do acido nucleico viral pode ser realizada por RT-PCR (LANCIOTTI et
al., 1992) ou por RT-PCR quantitativo (qQRT-PCR) (DROSTEN et al., 2002) e também
permite a identificacdo do sorotipo viral.

Um método mais simples para diagndstico precoce consiste na detecgdo do
antigeno NS1 por ELISA ou por teste imunocromatografico. Os niveis de NS1 no soro
ou plasma tém sido correlacionados com os titulos de viremia e com a gravidade da

doenca e puderam ser detectados até nove dias apds o inicio dos sintomas
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(DUSSART et al., 2006; HANG et al., 2009; LIBRATY et al., 2000). Em casos fatais, a
deteccao de antigenos virais pode ainda ser realizada por imunohistoquimica em
secgcoes de tecido, utilizando anticorpos monoclonais € um marcador para
visualizagdo, como marcadores fluorescentes, enzimaticos ou ouro coloidal (PEELING
et al., 2010).

Os testes sorologicos para deteccado de anticorpos (IgM e IgG) anti-DENV,
juntamente com a deteccdo de NS1, sdo os mais amplamente utilizados devido a
maior facilidade de execucéo, quando comparados com os métodos de isolamento e
de detecgao de RNA viral (PEELING et al., 2010). Entre os testes soroldgicos, o ELISA
de captura de IgM (MAC-ELISA) tornou-se o método mais utilizado. Em uma infec¢ao
primaria, em 50% dos casos os niveis de IgM podem ser detectados precocemente,
antes do quinto dia apds o inicio dos sintomas. Esse percentual aumenta para 99%
dez dias apds o inicio dos sintomas. O pico ocorre cerca de duas semanas apos o
inicio dos sintomas e declina geralmente para niveis indetectaveis apds 60 a 90 dias.
Por outro lado, em infecgbes secundarias, os niveis de IgM sao baixos e, em alguns
casos, até indetectaveis dependendo do teste utilizado (Figura 15) (WHO, 2009a). Por
isso, diante de um caso em que critérios clinico-epidemioldgicos sdo compativeis com
dengue, mesmo com um resultado negativo no MAC-ELISA, é recomendado a
pesquisa de IgG anti-DENV, preferencialmente com coleta de amostras pareadas
(NOGUEIRA, 2008).

Os niveis de IgG anti-DENV normalmente sdo mais altos nas infec¢des
secundarias, com deteccao mesmo durante a fase aguda da doenca e persistindo por
mais de dez meses ou até por toda a vida. Os titulos de anticorpos aumentam
rapidamente e, em geral, possuem reatividade cruzada com outros flavivirus. Em
infeccdes primarias, os niveis de IgG séricos sado detectaveis em baixos titulos ao final
da primeira semana da doenga, aumentando lentamente a partir de entdo e podendo
ser detectado por varios meses ou até por toda a vida (Figura 15) (WHO, 2009a). No
caso de diagndstico por meio da deteccédo de IgG, é considerada infec¢do recente
quando ha um aumento de pelo menos quatro vezes nos niveis séricos de IgG em
amostras pareadas. Esse diagnéstico pode ser realizado por ELISA, inibicdo de
hemaglutinacéo, fixagdo do complemento e PRNT (GUZMAN; KOURI, 2004). Além
disso, a detecgéo de IgM e de IgG em amostras pareadas possibilita a distingdo entre

uma infecg&o primaria e uma secundaria por DENV (SCHILLING et al., 2004).
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Diversos imunoensaios para diagnéstico de dengue, como ensaios do tipo
ELISA, imunocromatograficos e dot-blot, estdo disponiveis comercialmente (GROEN
et al., 2000; VAUGHN et al., 1998; WHO, 2009b; WU et al., 1997). Porém, ndo existe

nenhum teste validado no Brasil utilizando antigenos de virus circulantes no pais.

2.2.3 Virus da Encefalite de Saint Louis e Virus do Oeste do Nilo

2.2.3.1 Virus da Encefalite de Saint Louis — Histérico

O SLEV foi identificado pela primeira vez em 1933 como a causa de doenca
em humanos durante uma epidemia urbana em Saint Louis, Missouri, Estados Unidos
(LUMSDEN, 1958). Casos também ocorreram em Kansas, em outras regides de
Missouri, lllinois e Kentucky. O virus responsavel por esta epidemia, posteriormente
chamado SLEV, foi isolado por inoculagao intracerebral de suspensdes de sistema
nervoso central de humanos de casos fatais em camundongos e em macacos Rhesus
(WEBSTER; FITE, 1933). Em retrospecto, em 1932, uma epidemia de encefalite em
Paris, lllinois, provavelmente também foi causada pelo SLEV (LUBY, 1979). As
caracteristicas epidemioldgicas desta epidemia, incluindo a correlagao entre os casos
de encefalite por SLEV, um verao calido e alta abundéancia de mosquitos do género
Culex, permanecem como uma marca das epidemias causadas por este virus
(REISEN, 2003).

A distribuicdo do SLEV é restrita ao continente americano, mas com ampla
disseminagao desde o sul do Canada até a Argentina (Figura 16). Nos Estados
Unidos, mais de 1.000.000 de infecgbes, com cerca de 10.000 casos graves da
doenga e 1.000 mortes ja foram registrados desde 1933 (PIERSON; DIAMOND, 2013;
REISEN, 2003). Apesar disso, o primeiro surto de SLEV fora da América do Norte
ocorreu na Argentina em 2005 (DIAZ et al., 2006; SPINSANTI et al., 2008). As
epidemias causadas por SLEV séo relativamente raras, porém, quando ha condigbes
ambientais favoraveis a amplificagéo viral, podem ser extensivas, tanto no numero de
casos, quanto na extensdo territorial de transmissdo da doenga (DAY, 2001,
SOLOMON, 2004).
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Figura 16 — Distribuicdo do virus do oeste do Nilo (verde), do virus da encefalite de Saint Louis
(amarelo) e do virus da encefalite japonesa (JEV — vermelho) no mundo. O JEV é um flavivirus
antigenicamente relacionado ao WNV e ao SLEV. FONTE: PIERSON e DIAMOND (2013).

No Brasil, o SLEV foi isolado pela primeira vez em 1960 a partir de um pool
de mosquitos Sabethes belisarioi capturados ao longo da rodovia Belém-Brasilia
(CAUSEY; SHOPE; THEILER, 1964) e, posteriormente, na regido sudeste, de animais
sentinelas, roedores e aves (LOPES et al., 1979). Uma ampla distribuicdo do SLEV
nas regides amazonica, sul e sudeste foi verificada por evidéncias soroldgicas em
aves, animais sentinela e humanos (IVERSSON, 1994; LOPES et al., 1979; LUBY;
SULKIN; SANFORD, 1969; SVOBODA et al., 2014), porém o isolamento do virus a
partir de amostras humanas € raro. Antes de 2004, o SLEV foi isolado de dois
pacientes da regiao amazdnica que apresentavam doenca febril com ictericia, mas
sem sintomas neurolégicos (MONDINI et al., 2007a). Em 2004, foi isolado de um
paciente com doenga febril, inicialmente com suspeita de dengue, da cidade de Sao
Pedro (SP) (ROCCO et al.,, 2005). Em 2006, um surto de SLEV ocorreu
concomitantemente com uma epidemia generalizada causada por DENV-3 e envolveu
pelo menos 14 casos em Sao José do Rio Preto (SP) (MONDINI et al., 20073a;
TERZIAN et al.,, 2011). Neste surto, um caso de infecgdo simultdnea por SLEV e
DENV-3 foi observado (MONDINI et al., 2007b). Em abril de 2008, mais um caso de
doenga febril aguda, inicialmente diagnosticado como dengue, foi reportado em
Ribeirao Preto (MAIA et al., 2014).
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O SLEV provavelmente se dispersou pelas Américas por aves migratérias de
longa distancia. Isso pode ser evidenciado pelo isolado brasileiro SLEV 68, por ex.,
que apesar de isolado no Brasil, pode ser agrupado filogeneticamente com cepas dos
Estados Unidos (TWIDDY; HOLMES, 2003). Ja o virus isolado de paciente em 2004
se apresentou filogeneticamente distinto dos demais isolados brasileiros de SLEV
previamente caracterizados, apresentando maior similaridade com o isolado argentino
79V-2533, isolado de mosquitos Culex sp. em 1979 (SANTOS et al., 2006). Além
disso, junto com a disseminagao do virus pelas Américas, mutagdes causadas por
infecgdes simultaneas por duas cepas distintas tém ocorrido, como € o caso do isolado
Guatemala 69, que mostrou uma combinacgao de sequéncias nucleotidicas de isolados
da Argentina e dos Estados Unidos no gene da proteina E (TWIDDY; HOLMES, 2003).

2.2.3.2 Virus do Oeste do Nilo — Historico

O WNV foi isolado pela primeira vez em 1937 a partir do sangue de uma
paciente com quadro febril no distrito de West Nile em Uganda, na Africa
(SMITHBURN et al., 1940). Diversas epidemias foram documentadas antes da década
de 90, algumas envolvendo centenas a milhares de casos, em populagdes
majoritariamente rurais, mas raramente levando a complicagdes neuroldgicas. A partir
da década de 90, no entanto, a infeccdo por WNV vem causando epidemias
associadas a doenga humana atipicamente grave, com complicagdes neuroldgicas e
morte, em varios paises da América, Europa, Asia, Africa e Oceania. Epidemias
ocorreram na Argélia, Roménia, Tunisia, Russia e Israel (FEKI et al., 2005; LE
GUENNO et al., 1996; PLATONOV et al., 2001; TRIKI et al., 2001; TSAI et al., 1998;
WEINBERGER et al., 2001). A epidemia na Roménia, em 1996, representou a
primeira grande epidemia por WNV em area urbana (TSAI et al., 1998). Também
foram descritas epizootias em cavalos em Marrocos, na Italia, na Franga e em Israel
(AUTORINO et al., 2002; MURGUE et al., 2001; STEINMAN et al., 2002; TBER, 1996).
Em 1998, em Israel, uma mortalidade anormal relacionada a infecgao por WNV foi
observada em cegonhas migratérias e gansos domésticos (MALKINSON et al., 2002).

Na ultima década, outros casos ocorreram na Russia, Africa do Sul, Hungria, Roménia
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e Italia (KRISZTALOVICS et al., 2008; PLATONOV et al., 2008; POPOVICI et al.,
2008; ROSSINI et al., 2008; VENTER et al., 2009).

No verdo de 1999, um surto de meningite e encefalite na cidade de Nova
lorque sinalizou que o virus havia sido introduzido na América do Norte (NASH et al.,
2001). A sequéncia da cepa New York 1999 (NY99), isolada a partir de um flamingo
morto no zoolégico do Bronx, mostrou maior identidade com um isolado viral de Israel
(LANCIOTTI et al., 1999). Isso sugere que o WNV foi introduzido a partir do Oriente
Médio, mas como o virus atravessou o oceano Atlantico ainda € um mistério. Desde
entdo, é considerado endémico nos EUA e ja causou dezenas de milhares de casos,
com mais de 1.000 mortes (ROSSI; ROSS; EVANS, 2010). A partir dos EUA, em 2001,
o WNV se disseminou para o Canada e ilhas do Caribe (DREBOT et al., 2003;
KOMAR; CLARK, 2006). Em 2002, foram registrados cavalos e galinhas infectados
por WNV em Guadalupe, aves na Republica Dominicana e cavalos no México
(KOMAR; CLARK, 2006). Em 2003, se disseminou para El Salvador, Guatemala,
Belize, Cuba, Porto Rico e Bahamas e, em 2004, para o Haiti, Trinidad, Coldmbia e
Venezuela. Esses foram os primeiros registros de WNV na América do Sul (BEATTY
etal., 2007; BOSCH et al., 2007; KOMAR; CLARK, 2006). Finalmente, aves (em 2005)
e cavalos (em 2006) infectados com WNV foram identificados na Argentina (DIAZ et
al., 2008; MORALES et al., 2006).

No Brasil, a primeira evidéncia da circulacdo de WNV foi pela deteccdo de
anticorpos neutralizantes em cavalos da Nhecolandia, no Pantanal (MS), em 2009
(PAUVOLID-CORREA et al., 2011). Outros estudos verificaram a presenca de
anticorpos neutralizantes para WNV em cavalos e/ou em aves no Pantanal, em outras
regides do Mato Grosso do Sul, no Mato Grosso e no Paraiba (MELANDRI et al., 2012;
OMETTO et al.,, 2013; PAUVOLID-CORREA et al., 2014; SILVA et al., 2013).
Recentemente, em novembro de 2014, o Ministério da Saude confirmou o primeiro
caso de febre do oeste do Nilo em humano no Brasil. Trata-se de um trabalhador rural
do Piaui, que apresentava encefalite e cujo caso estava sob investigacdo desde
agosto. A doenca foi confirmada apds a realizagdo de exames sorologicos (inibicao
de hemaglutinacéo, ELISA e PRNT) (BRASIL, 2014a).

Um mapa com a distribuicdo do WNV pelo mundo esta ilustrado na Figura 16.
Uma ilustracdo mais completa sobre a distribuicdo do WNV nas Américas esta

demonstrada na Figura 17.
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Figura 17 — Distribuicao do virus do oeste do Nilo no continente americano desde sua introdugao nos
Estados Unidos em 1999. FONTE: Adaptado de DIAZ et al. (2011).

Entre os reservatorios para o WNV, fazem parte algumas aves migratorias de
longas distancias, o que explica a rapida disseminagao deste virus para os demais
paises da América do Norte (FIGUEIREDO, 2007). Surpreendentemente, porém, um
pequeno numero de casos tem sido reportado na América Latina e no Caribe. Algumas
hipéteses foram levantadas para tentar explicar a auséncia de epidemias nos paises
ao sul dos Estados Unidos: (1) a propagacao do WNV através de aves migratérias
poderia selecionar cepas virais atenuadas, se cepas mais virulentas prejudicarem a
migracao das aves; (2) a infecgao prévia por outros flavivirus, como o virus da dengue,
poderia gerar protegdo cruzada contra a doencga severa causada pelo WNV; (3)
condigdes ecoldgicas nas regides tropicais poderiam selecionar as cepas menos
virulentas; ou (4) a auséncia de vigilancia epidemioldgica ou de testes laboratoriais
especificos poderia prejudicar a deteccdo da doengca causada pelo WNV
(PETERSEN; HAYES, 2008), o que ressalta a importancia de testes diagndsticos
sensiveis e inequivocos para diagndéstico deste virus no Brasil. Ainda ndo se sabe se
alguma dessas hipoteses, individualmente ou em combinagao, é a responsavel pela

baixa incidéncia da doenga causada pelo WNV na América Latina.
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2.2.3.3 Ciclos de Transmisséao

O SLEV e o WNV sao mantidos na natureza em ciclos mosquito-ave-
mosquito, com mosquitos do género Culex como principais vetores e aves como
hospedeiros amplificadores (Figura 18). O homem e animais domésticos constituem
hospedeiros finais, uma vez que a viremia € transiente e em baixos titulos, sendo
insuficiente para infectar o mosquito vetor (PIERSON; DIAMOND, 2013). A ecologia
do ciclo basico, no entanto, varia regionalmente, dependendo da biologia e
competéncia vetorial das espécies de mosquito regionais, da viruléncia da cepa viral

e da susceptibilidade dos hospedeiros vertebrados da regido (REISEN, 2003).

Hospedeiro final

WNV

Do Transfusdo de sangue {/

Transplante de drgdos

Hospedeiro Transmiss&o vertical

principal / -7
ﬂ :’. ’ ]
AT S

Ciclo de amplificacdo "
e, Transmiss&do
s i, A vertical
J K

Hospedeiro final

k;,:- ; R
. f‘ﬁ; ..0
F1
v 4... K
i 3 fee O .
Vetor principal ‘e, o o ",
A o* .
. Y

;r Ciclo de g"%a’
llllillllllll’ \E n mg"fcaggo‘? \\(&:"g

L /e .
fessere [0 II

Vetor alternativo ¥, \‘“ Ty Y
.......--'T—Iospedeirok‘ - ‘,°
alternativo "% ‘.ﬁ <

Figura 18 — Ciclo de transmissao do virus do oeste do Nilo (WNV) e do virus da encefalite de Saint
Louis (SLEV). O ciclo principal e de amplificagao envolve mosquitos do género Culex e aves. O homem
e outros animais domésticos sdo hospedeiros finais. Ciclos alternativos podem envolver mamiferos
como hospedeiros ou carrapatos como vetores. Com linhas cheias estao ilustradas as vias tradicionais
de transmissdao e com linhas pontilhadas, as vias alternativas. A transmissdo entre humanos foi
demonstrada apenas para o WNV. FONTE: Adaptado de DIAZ et al. (2011).

Nas regides tropicais, os ciclos do SLEV e do WNV se mantém por todo o ano,
devido a presenca permanente do vetor e de fatores ambientais que permitem o
desenvolvimento dos mesmos. Em regides temperadas, por outro lado, onde o inverno

se caracteriza por ser frio e seco, o ciclo destes virus se caracteriza por diferentes
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fases durante o ano: uma fase de amplificagdo na primavera, seguida por uma de
atividade durante o verdo, um descenso durante o outono e overwintering
(“hibernagao”) no inverno. Ainda é desconhecido como é o mecanismo de overwinter,
mas algumas hipoteses tém sido postuladas, como a persisténcia viral em artropodes
hematofagos hibernantes, a transmissao vertical, infecgéo crénica de hospedeiros
vertebrados, a reintroducdo periddica a partir de outras areas endémicas e a
participagdo de outros artropodes hematéfagos (como carrapatos) como vetores
alternativos (MITCHELL; FRANCY; MONATH, 1980).

O ciclo do SLEV tem as aves das ordens Passeriformes e Columbiformes
como o0s principais hospedeiros vertebrados e mosquitos do género Culex como
principais vetores. As aves sustentam uma infec¢ao inaparente, mas desenvolvem
viremia suficiente para infectar os mosquitos vetores (HAMMON; REEVES; GRAY,
1943; REISEN, 2003). O SLEV ja foi isolado de 11 géneros diferentes de mosquitos e
uma variedade de mamiferos foi encontrada infectada. Ciclos alternativos de
transmissao envolvendo mamiferos ao invés de aves, bem como mosquitos atipicos,
pertencentes a outros géneros que nédo o Culex tém sido reportados (Figura 18). Ainda
nao se sabe, porém, se esses hospedeiros alternativos sdo hospedeiros finais ou se
podem manter eficientes ciclos alternativos de transmissdo (KOPP et al., 2013;
PIERSON; DIAMOND, 2013).

No caso do WNV, mosquitos do género Culex sao os principais vetores e aves
da ordem Passeriformes os principais hospedeiros do ciclo de transmissao. Apesar
disso, o WNV pode infectar pelo menos 12 géneros de mosquitos, além de diferentes
espécies de carrapatos, e pelo menos 225 espécies de aves e 29 de animais
vertebrados (WEAVER; BARRETT, 2004; ZELLER; SCHUFFENECKER, 2004). A
infeccdo em aves pode variar desde uma infecgao inaparente até causar a morte.
Algumas espécies de aves, principalmente da familia Corvidae (ordem
Passeriformes), sdo altamente susceptiveis a infeccdo fatal (KOMAR, 2003). Os
passaros que sucumbem a infeccdo, em geral, morrem nas primeiras 24 h apds o
inicio dos sinais clinicos, ainda durante o periodo de viremia, o que tem sido uma
forma de facilitar a transmissao do virus. Com notavel excecao de aves e cavalos, ndao
€ comum o WNV causar doenga em outros vertebrados (BLITVICH, 2008).

Além da transmissao por meio da picada de mosquito infectado, também tem
sido demonstrada a transmissdo de WNV por transfusdo de sangue, doacdo de

orgaos, por via intrauterina e pela amamentacado (Figura 18) (CENTERS FOR
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DISEASE CONTROL AND PREVENTION (CDC), 2002; ERTILAV et al., 2014;
HARRINGTON et al., 2003; IWAMOTO et al., 2003).

Ainda nao é totalmente conhecido como a introdu¢gao do WNV na América do
Norte impactou a epidemiologia do SLEV. Estudos em tentilhdes-comuns
(Carpodacus mexicanus) demonstraram que a infecgdo prévia por WNV leva a
protecao cruzada contra SLEV. Por outro lado, a infecgéo prévia por SLEV previne a
morte por WNV, mas nao impede a infecgao e a ocorréncia de viremia suficiente para
transmissao do WNV (FANG; REISEN, 2006). Resultado semelhante foi obtido em um
estudo em hamsters (TESH et al., 2002).

2.2.3.4 Patogénese e Aspectos Clinicos da Infecgao

Estudos de soroprevaléncia indicam que aproximadamente 80% dos casos de
infecgdo por WNV em humanos sédo assintomaticos, enquanto 20-30% apresentam os
sinais classicos da febre do oeste do Nilo. Apenas 1% das infecgbes sintomaticas
evolui para uma doenga neuroinvasiva, caracterizada por meningite e/ou encefalite
(MURRAY; WALKER; GOULD, 2011).

Os sinais da febre do oeste do Nilo se iniciam apés um periodo de incubagao
que varia entre 2 e 14 dias (em geral, 3 a 6 dias) e a doenga se apresenta clinicamente
com sintomas como febre, fadiga, mal-estar, linfoadenopatia, dor periocular, sintomas
gastrointestinais, como vémitos, nauseas e dor abdominal, dores de cabeca e
musculares e, ocasionalmente, erup¢do cutdnea maculopapular (MURRAY;
WALKER; GOULD, 2011). Outras manifesta¢cdes clinicas mais graves incluem
hepatite, pancreatite, miocardite, rabdomidlise, manifestacées oculares e disritmias
cardiacas (HAYES et al., 2005). Além disso, embora a maioria dos sintomas se resolva
apo6s uma semana, alguns podem persistir por mais de 30 dias, como fadiga e dor
muscular (MURRAY; WALKER; GOULD, 2011).

Pacientes com mais de 50 anos de idade tém maior risco de desenvolver
doencga neuroinvasiva (LINDSEY et al., 2010). Clinicamente, pode se apresentar como
meningite e/ou encefalite. Nos casos de encefalite, sdo observadas alteragbes
mentais, como confusdo, desorientacdo e coma, com mortalidade em 15% dos casos
(MURRAY; WALKER; GOULD, 2011). Nos casos de encefalite e meningoencefalite,
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0 aspecto macroscopio do cérebro € normal. Microscopicamente, os achados
histolégicos incluem inflamacao perivascular, nédulos microgliais, necrose e morte
neuronal (HAYES et al., 2005).

Em aproximadamente 5-15% dos pacientes com doenca neuroinvasiva, o
WNV ocasiona uma paralisia flacida assimétrica semelhante a poliomielite, quando ha
injuria de neurdnios motores, ou semelhante a sindrome de Guillain-Barré, quando ha
polineuropatia inflamatéria desmielinizante, levando a sintomas que variam desde
uma simples fraqueza das extremidades até quadriplegia incluindo paralisia dos
musculos respiratérios (MURRAY; WALKER; GOULD, 2011).

Assim como os demais virus abordados neste trabalho, o WNV é inoculado
por meio da picada de um mosquito infectado. O virus replica inicialmente na pele,
nas células de Langerhans, e entao se dissemina para os linfonodos e para a corrente
sanguinea (DIAMOND et al., 2003). Essa viremia (3 a 4 dias apds a infecgdo — Figura
19) contribui para a disseminagao inicial do virus e resulta na infeccdo de tecidos
periféricos, como bago, figado e rins (DONADIEU et al., 2013). A agao de anticorpos
do tipo IgM (produzidos a partir do quarto dia apds a infeccdo — Figura 19), de
interferon e do sistema complemento resultam na eliminagdo do virus do sangue e
dos orgaos periféricos cerca de uma semana apods a infeccdo, embora sequelas a
longo prazo, como fadiga, fraqueza muscular, tremores, anormalidades na
coordenagao motora e dificuldade de concentragcao tenham sido relatadas (DIAMOND
et al., 2003; DONADIEU et al., 2013; OYER; BECKHAM; TYLER, 2014). A infec¢ao
do sistema nervoso central (SNC) pode ser observada a partir do quinto dia, desde

que a replicagao periférica do virus tenha sido suficiente (Figura 19).
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Figura 19 — Cinética de viremia e produgao de anticorpos em uma infecgéo pelo virus do oeste do Nilo.
Uma cinética semelhante é verificada para o SLEV. FONTE: Adaptado de ZELLER e
SCHUFFENECKER (2004).

O mecanismo pelo qual o WNV entra no SNC ainda ndao é bem compreendido
e pode depender da via de infeccdo e da patogenicidade da cepa viral (BEASLEY;
SUDERMAN; BARRET, 2002). Trés principais mecanismos tém sido propostos: (1)
entrada através da barreira hematoencefalica diretamente via leucécitos infectados;
(2) leucocitos infectados atuando como apresentadores de antigeno estimulariam
receptores do tipo Toll (TLR-3), levando a um aumento na produgéo de citocinas pro-
inflamatdrias, como o fator de necrose tumoral a, e ao consequente aumento da
permeabilidade da barreira hematoencefalica; (3) entrada via transporte axonal
retrégrado apos infeccdo de células do sistema nervoso periférico. No SNC, células
da microglia e astrdcitos infectados liberam mediadores pré-inflamatérios, que causam
morte neuronal (DONADIEU et al., 2013).

O WNV pode causar encefalite severa em diferentes espécies de vertebrados,
incluindo humanos, cavalos e aves. Isso ocorre devido a sua capacidade de infectar
e causar danos e perdas neuronais em diversas regides do SNC, por mecanismos
diretos (induzidos pelo proprio virus) e indiretos (induzidos pela resposta imune),
resultando assim em encefalite. Em casos nao fatais, o virus parece ser eliminado
pela resposta imune do hospedeiro (DONADIEU et al., 2013; PIERSON; DIAMOND,
2013).

Menos estudos tém sido realizados sobre a patogénese da infeccéo por
SLEV. Assim como para o WNV, a maioria das infecgdes por SLEV sao assintomaticas

ou subclinicas e a maior parte das infecgboes sintomaticas sdo caracterizadas como
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uma doenca febrii (PIERSON; DIAMOND, 2013). Em adultos, as infecgbes
sintomaticas ocorrem em cerca de 1:300 individuos expostos ao virus, mas,
dependendo da viruléncia da cepa viral e da histéria de infeccdo na populacéo, essa
razdo pode ser de 1:16 a 1:425 (OYER; BECKHAM; TYLER, 2014; PIERSON;
DIAMOND, 2013).

A doencga clinica resultante da infeccao por SLEV pode ser dividida em trés
sindromes: (1) doencga febril, cujos sintomas sdo muito parecidos aos da febre do
oeste do Nilo; (2) meningite asséptica, com febre alta e rigidez na nuca; (3) encefalite
(incluindo meningoencefalite e encefalomielite), com febre alta, alteragbes da
consciéncia e/ou disfungdo neurolégica. Os sintomas da doenga febril se iniciam apds
um periodo de incubacao de 5-15 dias e podem rapidamente evoluir para encefalite
ou progredir gradualmente passando pelas trés sindromes (REISEN, 2003). Em
pacientes com menos de 20 anos, 40% desenvolvem meningite e 50%, encefalite. Em
pacientes com idade superior a 60 anos, esses percentuais aumentam para 90%. A
taxa de mortalidade em humanos varia de 4-27%. Além disso, 47% dos pacientes
apresentam convulsbes e 6% dos casos de encefalite tém sido associados a
polineuropatia inflamatéria desmielinizante (OYER; BECKHAM; TYLER, 2014).
Embora a maioria dos casos se resolva espontaneamente sem sequelas, 30-50% dos
pacientes passam por um periodo de convalescéncia prolongado que pode durar até
trés anos. Essa fase é caracterizada por dor de cabeca, depressao, perda de memoria
e fraqueza (PIERSON; DIAMOND, 2013; REISEN, 2003).

2.2.3.5 Diagnostico

Atualmente, varios testes para diagnésticos de infeccao por SLEV ou WNV
estdo disponiveis e eles podem ser divididos em isolamento viral, testes sorolégicos,
deteccdo de antigenos virais e amplificagdo de acido nucleico viral. Os diagnésticos
por imagem, eletroencefalograma e eletromiograma também podem auxiliar no
diagndstico, mas eles nao sao especificos para essas infecgdes. Em geral, os testes
sorologicos a partir de amostras de sangue e/ou liquor s&o os de escolha para um
diagndstico definitivo (OYER; BECKHAM; TYLER, 2014; REISEN, 2003).
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O isolamento viral a partir do soro de pacientes com encefalite causada por
flavivirus raramente € bem sucedido, uma vez que a viremia costuma ser transiente e
em baixos titulos (SOLOMON, 2004). Alguns isolamentos foram realizados a partir do
liquor de pacientes que ainda nao tinham anticorpos e de tecido cerebral post-mortem
(HUANG et al., 2002; IWAMOTO et al., 2003). Testes para detecgao do RNA viral
(como RT-PCR ou gRT-PCR) ou de antigenos virais (como imuno-histoquimica e
imunofluorescéncia utilizando anticorpos monoclonais) também podem ser realizados
a partir de soro, liquor ou amostras de tecidos, desde que as amostras sejam
coletadas logo no inicio do curso da doenca. Eles sdo particularmente uteis no caso
de individuos imunocomprometidos com viremia prolongada (DREBOT et al., 2003;
ZELLER; SCHUFFENECKER, 2004). Métodos para deteccdo de RNA viral bastante
especificos e capazes de detectar quantidades muito pequenas de RNA tém sido
desenvolvidos, mas o fato da viremia normalmente acabar quando surgem os
sintomas clinicos, reduz a sua utilidade e um resultado negativo deve ser
complementado com um ensaio soroldgico (DREBOT et al., 2003; HOWE et al., 1992;
LANCIOTTI et al., 2000).

O teste mais amplamente utilizado para diagnéstico dessas viroses € o ELISA
de captura de IgM a partir de amostras de soro ou de liquor (OYER; BECKHAM,;
TYLER, 2014). Anticorpos do tipo IgM normalmente s&o detectados quando os
sintomas neuroldgicos aparecem (Figura 19) e a presenga de IgM no liquor sugere
doenga neuroinvasiva (ZELLER; SCHUFFENECKER, 2004). Em alguns pacientes,
porém, as IgM podem persistir por mais de um ano e pode ser necessario mais
estudos para distinguir uma infeccdo aguda de uma infeccdo passada (OYER;
BECKHAM; TYLER, 2014; ROEHRIG et al., 2003). Além do MAC-ELISA,
recentemente foi aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration — USA) um teste
imunocromatografico para detecg¢ao de IgM anti-WNV em amostras de soro e plasma.
Esse teste apresentou sensibilidade e especificidade semelhantes ao ELISA para
deteccdo de IgM e demora apenas alguns minutos para ser realizado (SAMBOL;
HINRICHS, 2009).

Anticorpos do tipo IgG normalmente sao detectados logo apds as IgM e
persistem por varios anos (Figura 19). Por isso, a presencga de IgG evidencia apenas
que houve uma infeccdo prévia. Um diagndstico definitivo de infecgdo recente se
baseia na deteccdo de um aumento de pelo menos quatro vezes nos titulos de

anticorpos entre uma amostra aguda (1-7 dias apds o inicio dos sintomas) e
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convalescente (2-3 semanas apds os sintomas). Isso pode ser demonstrado por
ELISA para detecgdo de IgG, teste de inibicdo de hemaglutinagdo e teste de
neutralizagdo (PRNT) (DREBOT et al., 2003; REISEN, 2003).

Uma grande limitagao dos testes soroldgicos como ELISA e teste de inibigao
de hemaglutinagdo € a alta reatividade cruzada dos anticorpos entre diferentes
flavivirus. Por isso, em alguns casos pode ser necessaria a confirmagao do resultado
por PRNT (OYER; BECKHAM; TYLER, 2014; REISEN, 2003). Os testes de
neutralizacado ainda sédo o “padrao ouro” para detecgéo de anticorpos anti-SLEV e anti-
WNYV, sendo que a PRNT costuma ser o teste de escolha. Anticorpos neutralizantes
aparecem um pouco mais tarde no curso da infeccdo, frequentemente 2 a 3 semanas
apos o inicio dos sintomas, mas os anticorpos especificos para o virus causador da
infeccao atual costumam ser mais altos que os anticorpos com reatividade cruzada. A
PRNT n&o é muito utilizada como teste de rotina, pois pode demorar mais de uma
semana para ser realizado e requer instalagdes laboratoriais com nivel de
biosseguranca 3 (NB-3) (DREBOT et al., 2003).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 SOLUCOES, TAMPOES E MEIOS DE CULTURA

- Meio LB: 1% (m/v) de bactotriptona, 0,5% (m/v) de extrato de levedura e 86
mM de NaCl em agua bidestilada.

- Meio LB agar: 1% (m/v) de bactotriptona, 0,5% (m/v) de extrato de levedura,
86 mM de NaCl e 1,5% (m/v) de agar em agua bidestilada.

- Meio SOC: 2% (m/v) de bactotriptona, 0,5% (m/v) de extrato de levedura, 10
mM de NaCl, 2,5 mM de KCI, 10 mM de MgCl2, 10 mM de MgSO4 e 20 mM de glicose
em agua bidestilada; pH 6,8-7,0.

- Solucao de azul de Coomassie: 0,1% (m/v) de Coomassie Brilliant Blue R-

250 (Sigma-Aldrich), 50% (v/v) de metanol e 10% (v/v) acido acético em agua
bidestilada.

- Solucéo de descoloracao de geis: 30% (v/v) de metanol e 10% (v/v) de acido

acético em agua bidestilada.
- Solucéo de lise bacteriana: 5 mM de NaOH, 5% (v/v) de glicerol, 0,5% (m/v)

de dodecil-sulfato de sodio, 5 mM de EDTA, azul de bromofenol em agua bidestilada.
- Solucéao de lise celular (para transfecgdo com cloreto de calcio): 50 mM de
Tris, 150 mM de NaCl e 1% (v/v) de Nonidet P-40 em agua ultrapura; pH 7,8.
- Solucéo de lise de heméacias: 166,4 mM de cloreto de aménio, 9,5 mM de

bicarbonato de potassio, 1,16 mM de EDTA em agua bidestilada; pH 7,4.

- Solucao de Ponceau: 0,5% (m/v) de corante Ponceau S (Sigma-Aldrich), 1%

(v/v) de acido acético em agua bidestilada.

- Tampéo carbonato: 21,7 mM de Na2COs e 28,3 mM de NaHCO3 em agua
bidestilada; pH 9,6.

- Tampé&o da fosfatase alcalina: 100 mM de Tris-HCI (pH 9,5), 100 mM de NaCl
e 5 mM de MgClz em agua bidestilada.

- Tampéo de amostra 4X: 160 mM de Tris-HCI (pH 6,8), 4% (m/v) de dodecil-
sulfato de sodio, 10% (v/v) de B-mercaptoetanol, 24% (v/v) de glicerol, 0,02% (m/v) de

azul de bromofenol em agua bidestilada.



73

- Tampao de eletroforese SDS-PAGE: 25 mM de Tris-base, 192 mM de glicina,
0,1% (m/v) de dodecil-sulfato de s6dio em agua bidestilada; pH 8,3.

- Tampao de eluicéo (para purificagao de proteinas): 50 mM de NaH2P0O4.H20,
300 mM de NaCl, 500 mM de Imidazol em agua bidestilada; pH 8,0.

- Tampado de lavagem (para purificagdo de proteinas): 50 mM de
NaH2P0O4.H20, 300 mM de NaCl, 20 mM de Imidazol em agua bidestilada; pH 8,0.

- Tampéo de ligacédo a resina (para purificagdo de proteinas): 50 mM de
NaH2P04.H20, 500 mM de NaCl em agua bidestilada; pH 8,0.

- Tampé&o de transferéncia para western blot: 25 mM de Tris-base, 192 mM de

glicina e 20% (v/v) de metanol em agua bidestilada; pH 8,3.

- Tampao fosfato (PBS): 137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCI, 4,3 mM de
NazHPO4 e 1,5 mM de KH2PO4 em agua bidestilada; pH 7,2-7,4.

- Tampao PBS-T: PBS contendo 0,05% (v/v) de Tween 20.

- Tampéo fosfato (para purificagdo de AcM): 0,61 mM de Na2HPO4 e 0,51 mM
de NaH2POg4; pH 7,0.

- Tampao glicina: 0,1 mM de glicina em agua ultrapura; pH ajustado para 2,7
com HCI.

- Tampao HBS 2X (para transfecgao com cloreto de calcio): 50 mM de HEPES,
1,5 mM de Naz2HPO4, 280 mM de NaCl em agua ultrapura; pH 7,1.

- Tampéao TNE: 20 mM de tris (pH 8,0), 150 mM de NaCl e 2 mM de EDTA em
agua bidestilada.

- Tampéao tris (TBS): 20 mM de Tris, 150 mM de NaCl em agua bidestilada;
pH 7,6.

- Tampéo tris-NaCl: 50 mM de Tris, 150 mM de NaCl em agua bidestilada; pH

9,6.

3.2 LINHAGENS CELULARES E BACTERIANAS

- Células P3X63Ag8.653 (ATCC® CRL-1580) e hibridomas: foram mantidos
em meio RPMI-1640 (Cultilab) suplementado com 20% (v/v) de soro bovino fetal
inativado (SBF — Gibco), 23,8 mM de bicarbonato de sodio, 0,2 mM de L-glutamina,
1,0 mM de piruvato de sddio, 9,6 mM de HEPES, 100 Ul/mL de penicilina, 100 pg/mL
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de estreptomicina e 0,25 pg/mL de anfotericina B (Sigma-Aldrich), a 37°C em
atmosfera umida com 5% de COz2. As células P3X63Ag8.653 sao uma linhagem de
mieloma murino e foram utilizadas para a geragéo dos hibridomas, por meio da fuséo
com linfécitos B de camundongo. Esta linhagem foi selecionada por se tratar de um
tumor de linfécito B ndo secretor de imunoglobulinas e deficiente na enzima HGPRT
(YOO et al., 2002).

- Células C6/36 (ATCC® CRL-1660): linhagem celular derivada de células de
larvas de Ae. albopictus. Foram cultivadas em meio Leibovitz’s L15 suplementado com
5% de SBF inativado, 25 ug/mL de gentamicina (Gibco) e 0,27% (m/v) de triptose e
mantidas a 28°C.

- Células Huh7.5: clone da linhagem celular derivada de hepatécitos humanos
Huh7 (BLIGHT; MCKEATING; RICE, 2002). Foram cultivadas em meio DMEM F12
(meio Dulbecco modificado por Eagle/Nutriente HAM F12 — Gibco) contendo 14,0 mM
de bicarbonato de sédio, 10% (v/v) de SBF inativado, 100 Ul/mL de penicilina e 100
pMg/mL de estreptomicina, sendo mantidas a 37°C em atmosfera umida com 5% de
COo..

- Células Vero E6 (Sigma, 85020206): subclone da linhagem de células de rim

de macaco verde africano (Cercopithecus aethiops) Vero 76. Foram cultivadas nas
mesmas condi¢des descritas para a célula Huh7.5.
- Células Drosophila Schneider 2 (S2) (Invitrogen, R690-07): linhagem celular

derivada de cultura primaria de embrides de Drosophila melanogaster em estagio
tardio (20-24 horas de idade) (SCHNEIDER, 1972). Foram cultivadas em meio
Schneider (Schneider’s Drosophila Medium — Gibco) suplementado com 10% (v/v) de
SBF inativado, 100 Ul/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina, sendo
mantidas a 28°C. Estas células também foram adaptadas ao meio SF-900 II (Gibco)
suplementado com 100 Ul/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina.

- Células HEK 293T: linhagem celular derivada de rim de embrido humano, na

qual foi inserido o antigeno T de SV40 (Simian vacuolating virus 40). Foram cultivadas
em meio DMEM F12 suplementado com 14,0 mM de bicarbonato de sédio, 7% (v/v)
de SBF inativado, 100 Ul/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina, e mantidas
a 37°C em atmosfera imida com 5% de COs..

- Linhagem bacteriana TOP10 (Invitrogen): linhagem bacteriana de
Escherichia coli, genétipo F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80/acZAM15 AlacX74
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recA1 araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG, quimicamente

competente.

3.3 VIRUS

- Virus da dengue: neste trabalho, foram utilizados os virus da dengue
sorotipos 1 (BR/01-MR e BR/90), 2 (BR/01-01 e ICC 266), 3 (290-02) e 4 (TVP 360).
O DENV-4 TVP 360 € uma cepa referéncia da Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
gentilmente cedida pelo Dr. Ricardo Galler da Fiocruz/RJ. Os DENV-1 BR/01-MR
(GenBank AF513110.1) e BR/90 (GenBank AF226685.2); DENV-2 BR/01-01
(GenBank JX073928) e ICC 266 (ndo sequenciado); DENV3 290-02 (GenBank
EF629369.1) sao isolados clinicos de febre de dengue obtidos no Brasil entre 1990 e
2004.

- Virus da febre amarela: foi utilizada a cepa vacinal 17DD (Biomanguinhos,

Fiocruz), obtida apos trés passagens e titulagdo em células Vero (POST et al., 2001).

- Virus da encefalite de Saint Louis: foi utilizada a cepa 78V6507, isolada de

mosquitos Culex pipiens quinquefasciatus da provincia de Santa Fé, Argentina
(MITCHELL et al., 1985).

- Virus do oeste do Nilo: foi utilizada a cepa E/7229/06, isolada de um cavalo

morto na provincia de Buenos Aires, Argentina (MORALES et al., 2006).

- Virus da encefalite equina venezuelana (VEEV — Venezuelan equine
encephalitis virus): foi utilizada a cepa vacinal TC38 (BERGE; BANKS; TIGERTT,
1961).

Os virus SLEV, WNV e VEEV foram gentilmente cedidos pela Dra. Marta S.

Contiginani, do Instituto de Virologia Dr. J.M. Vanella, Facultad de Ciencias Médicas,

Universidad Nacional de Cérdoba.
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3.4 TECNICAS GERAIS

3.41 Transformagao de Bactérias Quimiocompetentes

As transformacgdes de bactérias com plasmideos foram realizadas utilizando-
se bactérias E. coli da linhagem TOP10 quimiocompetentes (em glicerol a 10% (v/v),
CaCl2 a 100 mM e HEPES a 10 mM) por meio de choque térmico (SAMBROOK;
RUSSELL, 2001). No momento da transformagdo, uma aliquota de 100 pL de
bactérias competentes (armazenada a -80°C) foi descongelada em banho de gelo. O
plasmideo de interesse foi adicionado a suspensdao bacteriana e misturado
gentilmente com auxilio de uma ponteira. Essa mistura foi mantida por 30 min em
banho de gelo, seguidos por 45 s a 42°C e 1-2 min em banho de gelo. Apds o choque
térmico, foram adicionados 500 pL de meio SOC e a mistura foi mantida por 1 h a
37°C sob agitacao orbital a 200 rpm (New Brunswick Scientific, modelo Innova 4080),
para recuperacao celular. Aliquotas das células transformadas foram inoculadas em
placas com meio LB agar contendo 100 pg/mL de ampicilina, e as placas foram
incubadas a 37°C por aproximadamente 16 h. Apds este periodo, 15 a 30 colbénias
isoladas, selecionadas aleatoriamente, foram transferidas com auxilio de palitos de
dente estéreis para uma nova placa com meio LB agar contendo ampicilina, onde cada
clone bacteriano foi identificado com um numero. Esta placa foi incubada a 37°C por

aproximadamente 16 h e entdo armazenada a 4°C.

3.4.2 Selecao de Clones Bacterianos

A selecdo dos clones bacterianos que potencialmente contém o plasmideo
recombinante (plasmideo contendo o inserto de interesse) foi realizada pela técnica
de palitagem (BARNES, 1977) ou pela técnica de PCR de colbnia.
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3.4.2.1 Técnica de Palitagem

As colbnias bacterianas a serem triadas foram transferidas para microtubos
com auxilio de palitos de dente estéreis. A cada tubo foram adicionados 20 uL de
solugdo de lise bacteriana, seguida por aquecimento a 65°C durante 10 min. Estas
amostras, bem como o plasmideo nativo sem inserto (utilizado como controle), foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose a 0,8% corado com brometo de etidio
(0,2 pg/mL). As provaveis coldnias contendo o plasmideo recombinante foram assim
identificadas pela diferenca de tamanho molecular quando comparadas com o

controle.

3.4.2.2 PCR de Colbnia

As colbnias a serem triadas foram transferidas com auxilio de palitos de dente
estéreis a microtubos contendo 15 pyL de agua ultrapura. Como controle positivo, foi
adicionado o vetor utilizado na ligagao, e como controle negativo, agua ultrapura. Os
tubos foram aquecidos a 98°C por 10 min e, em seguida, centrifugados por 1 min a
12.000 xg. 1 yL do sobrenadante de cada tubo foi transferido a um microtubo de 200
ML contendo 1,5 uL de tampéao comercial para reagao de PCR (Invitrogen); 1,2 yL de
dNTPs a 2,5 mM; 0,45 uL de MgCl2 a 50 mM; 0,075 pL de Taq DNA polimerase (5
U/uL — IBMP); 1,5 pL dos oligonucleotideos apropriados (a 5 pmol/pL) e agua ultrapura
para volume final de 15 pL. Os tubos foram submetidos a 1 ciclo de 95°C por 3 min e
a 30 ciclos de 95°C por 30 s, 50°C por 30 s e 72°C por 2 min e 30 s. Para visualizacao,
10 pL dos produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
0,8% corado com brometo de etidio. Os clones bacterianos contendo o plasmideo
recombinante foram detectados por amplificacdo positiva de um fragmento de DNA

de tamanho esperado.
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3.4.3 Estocagem e Purificagao de Plasmideos

Uma vez selecionados os clones bacterianos que possivelmente contém o
plasmideo recombinante, estes foram inoculados em 5 mL de meio LB contendo 100
Mg/mL de ampicilina. Apds crescimento por aproximadamente 16 h a 37°C sob
agitagao (200 rpm), 2 mL da suspensao bacteriana foram armazenados a -80°C em
glicerol 25% (v/v). O volume restante foi utilizado para purificagdo do DNA plasmidial,
utilizando-se o kit Wizard® Plus Minipreps DNA Purification System (Promega),
seguindo as instru¢des do fabricante.

Quando necessaria maior quantidade de DNA plasmidial, 10 mL de
suspensao bacteriana foram adicionados a 100 mL de meio LB contendo 100 pg/mL
de ampicilina e incubados por 16 h a 37°C sob agitagdo. O DNA plasmidial foi entdo
purificado utilizando-se o kit Wizard® Plus Midipreps DNA Purification System

(Promega), seguindo as instrugdes do fabricante.

3.44 Analise de Proteinas por Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-
PAGE) e Western blot

A analise da expresséao de proteinas por eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) foi realizada sob condi¢des desnaturantes (LAEMMLI, 1970), utilizando
o sistema Electrophoresis cell (BioAmerica, modelo D7C2-24DNBA). As amostras
foram misturadas com tampé&o de amostra 4X, na proporcgao de trés partes de amostra
para uma parte de tampao, aquecidas por 3 min a 95°C, aplicadas em gel de
poliacrilamida a 13% e submetidas a eletroforese com corrente elétrica de 100 V,
durante aproximadamente 2 h. As bandas proteicas foram visualizadas por coloracao
do gel com solucao de azul de Coomassie, seguida de descoloracdo com solugao de
descoloragdo de geis. A massa molecular aparente da proteina foi estimada
utilizando-se padrées de massa molecular conhecidos (WEBER; OSBORN, 1969), na
faixa de 10 a 220 kDa (BenchMark™ Protein Ladder, Invitrogen) ou 10 a 260 kDa

(Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder, Thermo Scientific).
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Para analise por western blot, as proteinas submetidas a SDS-PAGE foram
transferidas para membrana de nitrocelulose (Hybond C, Amersham Biosciences),
utilizando-se uma corrente elétrica de 100 V por 1 h a 4°C. Apds a transferéncia, as
bandas proteicas foram visualizadas por coloragdo da membrana com solugao de
Ponceau. Em seguida, a membrana foi descorada utilizando-se agua deionizada e
incubada com TBS contendo 5% (m/v) de leite desnatado (Molico®, Nestlé), para
bloqueio dos sitios inespecificos. Apds trés lavagens (5 min cada, sob agitagao) com
TBS, a membrana foi incubada com anticorpos especificos para a proteina analisada,
seguido por um anticorpo secundario conjugado com fosfatase alcalina diluido em
TBS contendo 5% de leite desnatado. Todas as etapas de incubagao foram realizadas
por 1 h a temperatura ambiente, sob agitacdo. Entre cada etapa, foram realizadas trés
lavagens com TBS. A reacao foi revelada com NBT (nitroblue tetrazolium) e BCIP (5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate) (Promega) em tampédo de fosfatase alcalina,
seguindo as instrugdes do fabricante. A revelacdo foi interrompida por lavagem da

membrana com agua corrente.

3.4.5 Criopreservacao de Linhagens Celulares

As células geradas neste trabalho foram regulamente estocadas em
nitrogénio liquido para criopreservagao, sendo congeladas em multiplos criotubos, em
diferentes dias e com diferentes aliquotas do meio de congelamento.

Para o congelamento, quando a cultura celular atingiu a concentragao
desejada, as células foram centrifugadas por 10 min a 400 xg e, entao, recuperadas
em meio de congelamento (90% SBF e 10% DMSOQO) em volume suficiente para obter-
se uma concentragdo de 2 x 108 a 1 x 107 células/mL. As células foram distribuidas
em criotubos (1 mL por criotubo), mantidas por 2-3 h a -20°C, seguido por 4-16 h a
-80°C e, apos, transferidas para nitrogénio liquido.

Cada lote de células congeladas foi verificado pelo descongelamento de um
criotubo. Para o descongelamento, o criotubo foi retirado do nitrogénio liquido e
imediatamente aquecido a 37°C até que a suspensdo celular descongelasse. O
volume total do criotubo foi diluido em 10 mL de meio de cultura e centrifugado por 10

min a 400 xg. Ao precipitado celular, foram adicionados 10 mL de meio de cultura e
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as células foram transferidas para uma garrafa de 25 cm? e mantidas a 37°C em
atmosfera com 5% de CO2 (LAFON, 1996).

3.4.6 Imunofluorescéncia Indireta

Para a realizagcao de imunofluorescéncia indireta (IFl), células de interesse
foram cultivadas em placas de 96 pocos e, entdo, fixadas e permeabilizadas com
metanol:acetona (1:1) por no minimo 20 min a -20°C. No momento de sua utilizagéo,
o metanol:acetona foi descartado e as placas foram secas a temperatura ambiente.
As células foram incubadas com o anticorpo primario de interesse (100 pL/pogo)
durante 30 min a 37°C, seguido de anticorpo secundario conjugado com um fluoréforo
diluido em PBS contendo 0,2 pg/puL de azul de Evans (50 uL/pogo, 1 h a 37°C ao
abrigo da luz). Os nucleos celulares foram corados com 300 nM de 4’,6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) por 5 min a 37°C ao abrigo da luz. Entre cada etapa, foram
realizadas trés lavagens com PBS. Por fim, os focos fluorescentes foram observados
em microscopio de fluorescéncia (Nikon, modelo Eclipse TE300). Quando as imagens
foram fotografadas, foi utilizado um microscopio Leica AF6000 Modular System.

3.5 PADRONIZACAO DE ENSAIO IMUNOENZIMATICO PARA DIAGNOSTICO
SOROLOGICO DO VIRUS CHIKUNGUNYA

3.5.1 Expressao das Proteinas Recombinantes E1 e E2 de CHIKV em Células

S2 de Drosophila melanogaster

3.5.1.1 Construcao dos Vetores de Expressao

Para a obtencao de proteinas recombinantes do virus CHIKV, primeiramente

foi feito um alinhamento das sequéncias completas do genoma deste virus disponiveis
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no GenBank. A partir da sequéncia consenso e com base nos iniciadores descritos
por Cho et al. (2008), foram selecionadas as regides codificantes para o ectodominio
das proteinas de envelope E1 e E2 do CHIKV. A essas sequéncias, foram adicionados
sitios para as enzimas de restricdo Bglll e Xhol, nas extremidades 5 e 3,
respectivamente. As sequéncias finais dos genes tiveram seus cédons alterados de
forma a haver uma expressdo oOtima em células de D. melanogaster, foram
sintetizados pela GenScript (Piscataway, USA) e fornecidos sob a forma de um inserto
no plasmideo pUC57.

Esses plasmideos, adquiridos na forma liofilizada, foram diluidos em 20 uL de
agua nuclease free e armazenados a -20°C. 200 ng de cada plasmideo foram
utilizados para transformar bactérias E. coli da linhagem TOP10 quimiocompetentes.
Trés colbnias isoladas foram selecionadas e amplificadas em 5 mL de meio LB
contendo 100 pg/mL de ampicilina. Este mesmo procedimento foi realizado, em
paralelo, para o plasmideo pMt/Bip/V5-His A (Invitrogen), escolhido como vetor de
expressdo. Os clones bacterianos selecionados foram estocados em glicerol a 25% e
o DNA plasmidial foi purificado.

Um volume correspondente a aproximadamente 1 ug de cada DNA plasmidial
foi submetido a digestdo com as enzimas de restricdo Bglll e Xhol (New England
Biolabs), em um volume final de 30 yL, por 16 h a 37°C, seguindo as instrugdes do
fabricante. Os fragmentos de DNA de interesse foram purificados a partir da banda
em gel de agarose a 0,8% utilizando-se o kit Q/Aquick® Gel Extraction (Qiagen) e,
entdo, cada produto de digestdo de inserto purificado (genes E1 e E2 de CHIKV) foi
ligado com o produto de digestao purificado do vetor (pMt/Bip/V5-His A), utilizando a
enzima T4 DNA ligase (Promega). A reacao feita por 18 h a 4°C, com a proporg¢ao
molar inserto:vetor de 3:1, de acordo com as instrucdes do fabricante. Os plasmideos
resultantes foram denominados pE1-CHIKV e pE2-CHIKV (Figura 20).
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Figura 20 — Mapa dos plasmideos pE1-CHIKV e pE2-CHIKV, gerados por meio da clonagem dos genes
sintéticos E1 e E2 do CHIKV, respectivamente, no vetor pMt/Bip/V5-His A.

Com o intuito de obter um elevado numero de cépias plasmidiais, o volume
total da ligacdo foi utilizado para transformar bactérias E. coli TOP10
quimiocompetentes. Clones contendo o inserto foram identificados pela técnica de
palitagem e, entre as colbnias positivas, uma foi selecionada para estocagem e

purificacdo do DNA plasmidial.
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Para confirmar a presenca do inserto de interesse, os DNA plasmidiais
purificados foram submetidos a digestdo com as enzimas de restricao Bglll e Xhol e o
resultado visualizado em gel de agarose a 0,8%. Além disso, os plasmideos pE1-
CHIKV e pE2-CHIKV foram sequenciados utilizando os iniciadores MT Forward e BGH
Reverse (Invitrogen), especificos para regides do plasmideo pMT/BiP/V5-His que
flanqueiam os sitios de clonagem (Figura 21). Este sequenciamento de DNA foi
realizado para confirmar se o gene de interesse estava na orientacdo correta para
expressao e se seria transcrito na mesma fase de leitura que as sequéncias
nucleotidicas do vetor codificantes para o peptideo sinal BiP, localizado na por¢ao N-
terminal, e para o epitopo V5 e o peptideo correspondente a cauda de poli-histidina,
localizados na regidao C-terminal. O peptideo sinal BiP auxilia na obtencdo de
proteinas soluveis, o epitopo V5 permite a identificagdo das proteinas recombinantes
utilizando-se anticorpos anti-V5 e a cauda de poli-histidina (His-tag) € necessaria para
a posterior purificacdo das proteinas recombinantes. O sequenciamento foi realizado

pela Macrogen (Coreia do Sul).

711 CGAACGAAAG ACCCGTGETGET AAAGCCGCGT TTCCAAAATG TATAAAACCGE AGAGCATCTG
Metal Tq;uhl:\uf}' regions m

r-l- Start of ransaription

771 GCCAATGTGC ATCAGTTGTG GTCAGCAGCAR AAATCAAGTG AATCATCTCA GTGCAACTAR

BiP signal sequence

=
B31 AGEEGGGEATC CGATCTI Fm“x"lan. AAG TTA TGC ATA ;'1:'1 CTG GCC GTC GTG GCC TTT
Met Lys lLeu LJ-"‘- Ile Leu Ley Ala Val Val Ala Phe
Bl 1] Neo 1 Sma | F.,rm] S_n-l BaX 1
] | | i
887 GTT GGC CTC TCG CTC GGG AGATCTCCAT GGCCCGGGGET F--“’l VWCTAGT CCAGTGTGGET
Val Gly Leu Ser Leu Gly®Signal cleavage site
EcoR 1 Er.'cJIR v .B.ﬂ'l}v:] Nor 1 Aol .\?':II] Apal
945 GGAATTCTGC AGATATCCAG CACAGTGGOG GCCGCTOGAG FCTAGAGGGC COTTCGAA GGT AAG
Gly Lys
V5 epitope Agel Polvhistidine
1009 CCT ATC CCT ”i CCT CTC CTC GGI I' CAT CAT CAC
'.::.- l_-.r Pro Asn FPro Leu Leu Gl His His
Region Pme |
1063 CAT CAC CAT TGA GTTTAAACCC GCTGATCAGC CTCGACTGTG CCTTCTAAGG CCTGAGCTOG

His His Hig #*#%#

Figura 21 — Segmento do plasmideo pMt/Bip/V5-His A destacando (em vermelho) os sitios de ligagao
dos iniciadores MT Forward e BGH Reverse. FONTE: Adaptado do manual pMt/Bip/V5-His A, B and C
da Invitrogen, disponivel em http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/pmtbipv5his_man.pdf.

Como para os procedimentos de transfeccao celular (descritos a seguir) é

necessaria uma grande quantidade do plasmideo de interesse, os clones de bactérias
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TOP10 contendo os plasmideos pE1-CHIKV ou pE2-CHIKV foram cultivados em 100
mL de meio LB suplementado com 100 ug/mL de ampicilina. O DNA plasmidial dessas
bactérias foi entao extraido e purificado utilizando-se o kit Wizard Plus Midipreps DNA

Purification System (Promega), seguindo as instru¢des do fabricante.

3.5.1.2 Transfecgao Transitéria de Células S2 com os Plasmideos Recombinantes

Uma vez obtidos os plasmideos pE1-CHIKV e pE2-CHIKV, foram feitas
transfecgbes transitorias de célula S2 para os testes iniciais de expressdo das
proteinas de interesse, as quais foram denominadas rE1-CHIKV e rE2-CHIKV,
respectivamente. Para tanto, foram adicionadas 3 x 106 células S2, em volume de 3
mL de meio Schneider suplementado com 10% de SBF inativado e antibidticos, a
pocos de placas de cultivo celular de 6 pogos. As células foram incubadas por 16-24
h a 28°C. No momento da transfecg¢ao, 19 ug de DNA recombinante foram misturados
com 36 pL de cloreto de calcio estéril a 2M e agua ultrapura estéril em volume
suficiente para um total de 300 L. Esta solug¢ao foi adicionada por gotejamento lento
e com constante homogeneizagdo a 300 yL de tampao HBS 2X, e a mistura foi
incubada por 40 min a temperatura ambiente para precipitagdo do DNA. Apds esta
incubacéao, a mistura contendo o DNA recombinante foi adicionada gota a gota sobre
as células, e estas foram incubadas por 16-24 h a 28°C. Por fim, as células foram
lavadas duas vezes com meio de cultivo, para remogao da solugéo de fosfato de
célcio. Para cada lavagem, foi adicionado 1 mL de meio a cada pogo resultante da
transfeccao, este meio foi recolhido em um tubo estéril e centrifugado por 10 min a
100 xg, para recuperar as células que eventualmente tenham sido recolhidas junto
com o meio de cultivo. As células foram ent&o diluidas em 3 mL de meio de cultivo,
transferidas para o mesmo pogo de origem e mantidas a 28°C.

Nos ensaios de transfeccao, foi feito um controle positivo com o plasmideo
pMt/Bip/V5-His/GFP (Invitrogen) e um controle negativo com células néao

transfectadas.
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3.5.1.3 Padronizacao da Expressao de rE1-CHIKV e rE2-CHIKV em Células S2

Para determinar as melhores condicbes para expressdo das proteinas rE1-
CHIKV e rE2-CHIKV, foram testados diferentes tempos de inducao e de recolhimento
das células e diferentes concentragdes de sulfato de cobre (CuSOa4) para indugao da
expresséo proteica.

Primeiramente foram determinados os melhores tempos de indugao e de
recolhimento das células. Dessa forma, foi feita uma inducdo com 500 uM de CuSO4
24, 48, 72 e 96 h apds a transfecgao transitéria (descrita no item 3.5.1.2). O
recolhimento das amostras foi feito 48, 72, 96 e 120 h apds a transfeccdo. Uma vez
definidos esses tempos, foi determinada a melhor concentracdo de CuSO4 para
inducdo da expressao proteica. Foram adicionados 500, 700 e 900 uM de CuSOa,
respeitando os tempos de indug¢ao e recolhimento determinados para cada célula.

Em ambos os casos, para analise da expressao proteica, as células e 0 meio
de cultivo foram coletados e centrifugados por 10 min a 100 xg. Os sobrenadantes
foram separados para andlise. As células, foi adicionado 1 mL de PBS, seguindo com
nova centrifugacdo. As células foram ent&do diluidas em 150 uL de solugéo de lise
celular, incubadas por 10 min a 37°C e centrifugadas por 10 min a 450 xg. O
sobrenadante desta centrifugagao corresponde ao lisado celular e foi separado para
analise.

A analise foi feita por western blot, conforme descrito no item 3.4.4. Como
anticorpo primario foi utilizado anticorpo anti-V5 (Invitrogen) diluido 1/5.000 e como
anticorpo secundario, anticorpo anti-IlgG de camundongo conjugado com fosfatase
alcalina diluido 1/7.500.

3.5.1.4 Geracgéo de Linhagens Estaveis de Células S2 Transfectadas

Para a obtencao de linhagens celulares estaveis produtoras das proteinas
rE1-CHIKV e rE2-CHIKV, foi realizada nova transfeccdo de células S2 com os

plasmideos pE1-CHIKV ou pE2-CHIKV juntamente com o plasmideo pCoBlast
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(Invitrogen). O pCoBlast possui um gene de resisténcia ao antibiético blasticidina, que
possibilita a selecao de células transfectadas.

Para essa transfecgao, foi seguido o protocolo descrito no item 3.5.1.2,
adicionando-se 1 ug de pCoBlast a solugdo contendo o DNA recombinante e o cloreto
de calcio. A partir do terceiro dia apds a transfeccdo, as células transfectadas
passaram a ser mantidas em meio de cultivo contendo 25 pg/mL de blasticidina. Apos
aproximadamente duas semanas, com troca do meio a cada quatro dias, foram
observadas colbnias celulares resistentes a blasticidina. Essas células resistentes
foram induzidas a expressar as proteinas recombinantes e entdo testadas por IFI,
utilizando anticorpo anti-V5 (Invitrogen) diluido 1/2.000 em PBS como anticorpo
primario. Como anticorpo secundario, foi utilizado anticorpo anti-lgG de camundongo
conjugado com Alexa Fluor 488 (Sigma-Aldrich) diluido 1/300 em PBS com azul de
Evans. Uma vez verificada a positividade das células cotransfectadas, as células em
cultivo foram congeladas para geragdo de estoque. Essas células expressando as
proteinas rE1-CHIKV e rE2-CHIKV foram, respectivamente, denominadas S2/E1-
CHIKV e S2/E2-CHIKV.

3.5.1.5 Purificagdo das Proteinas Recombinantes

Os ensaios iniciais de purificacao proteica foram realizados utilizando-se um
lisado das células cotransfectadas expressando a proteina de interesse e o meio de
cultivo dessas células, visando verificar se a proteina estava retida no interior das
células ou se estava sendo liberada no meio de cultivo. Dessa forma, células S2/E1-
CHIKV foram induzidas com 500 yM de CuSOs4 e células S2/E2-CHIKV, com 700 yM
de CuSO4, nos tempos determinados nos ensaios para padronizagdo da expressao
proteica (item 3.5.1.3). Células S2 nao transfectadas foram utilizadas como controle
negativo (MOCK).

Para a purificagao, as células foram recolhidas por raspagem juntamente com
o0 meio de cultivo e centrifugadas por 10 min a 400 xg. O sobrenadante desta
centrifugacédo foi dialisado contra tampao de ligagdo a resina, para remogao do
CuSOs4, e utilizado no ensaio de purificagdo. Para a purificacdo a partir do lisado

celular, as células foram diluidas em tampao de ligacao a resina e submetidas a trés
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ciclos de congelamento em gelo seco e etanol e descongelamento em banho a 42°C.
Apos centrifugagao por 10 min a 2.600 xg, o sobrenadante foi utilizado no ensaio de
purificagao.

Em ambos os casos, as amostras a serem purificadas foram incubadas por 1
h a 4°C com resina Ni-NTA Agarose (Qiagen) previamente equilibrada em tampéao de
ligacao a resina. Apds o tempo de incubagao, a resina com a amostra foi transferida
para uma coluna de cromatografia Poly-Prep® (BioRad). O volume eluido,
correspondente a fragdo nao-ligada a resina, foi coletado para posterior analise. A
sequir, foram realizadas duas lavagens da resina com tamp&o de lavagem em volume
correspondente a cinco vezes o volume de resina, seguindo com a eluigao da proteina
utilizando-se tampao de eluicdo. A alta concentracdo do imidazol no tampao de
eluicdo permite a liberagdo da proteina, pois o imidazol € um analogo da histidina,
competindo pela ligagdo aos ions niquel associados a resina. Cada fragao eluida foi
coletada para posterior analise, assim como uma aliquota da resina restante na
coluna. As amostras foram entao analisadas por SDS-PAGE e western blot, utilizando
anticorpo anti-V5 como anticorpo primario.

Para a produgédo de um estoque das proteinas, foram utilizadas garrafas de
cultivo celular de 300 cm? contendo 7 x 107 células (em volume de 70 mL). A
purificacao foi realizada a partir do meio de cultivo celular, utilizando 1 mL de resina e
realizando-se trés elui¢des, cada uma com 1 mL de tamp&o de eluigdo. As elui¢cdes
contendo proteina (previamente analisadas por western blot) foram misturadas e a
concentragdo de proteinas presentes na amostra foi estimada por comparagdo com
uma curva padrao de soro albumina bovina (BSA) por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE).

3.5.2 Imunizagao de Camundongos com a Proteina rE2-CHIKV

Trés camundongos Mus musculus machos, da linhagem isogénica Balb/c,
com 30 dias de idade e peso maior que 25 g, foram imunizados com a proteina rE2-
CHIKV. Cada camundongo recebeu trés doses de 20 pg da proteina por via
intraperitoneal utilizando Alu-Gel-S (Serva) como adjuvante, seguindo com uma dose

reforgo de 20 ug da proteina por via endovenosa, com intervalo de 14 dias entre cada



88

dose. Os experimentos envolvendo animais foram aprovados pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Parana (UFPR — processo
numero 23075.082918/2011-51) e Fiocruz (Protocolo n.° P-47/11-2). Esses animais
foram criados e mantidos no biotério do Instituto Carlos Chagas / Fiocruz — PR, com
agua e racgao ad libitum e mantidos em fotoperiodo de 12 h de claro/12 h de escuro.
Todos os procedimentos que provocavam dor foram realizados sob efeito de

anestésicos e os animais foram sacrificados por deslocamento cervical.

3.5.3 Producao e Caracterizagcao de Anticorpos Monoclonais contra a rE2-
CHIKV

Todos os procedimentos para obtencdo dos hibridomas, descritos nos
subitens a seguir, foram realizados utilizando meio RPMI-1640 suplementado com
23,8 mM de bicarbonato de sédio, 0,2 mM de L-glutamina, 1,0 mM de piruvato de
sddio e antibidticos. Nao foram utilizados HEPES, nem SBF, pois o HEPES pode ser
téxico para as células durante a fusdo e as proteinas presentes no SBF podem
precipitar o polietilenoglicol (YOKOYAMA et al., 2006).

3.5.3.1 Obtencgao dos Esplendcitos

Trés dias apds a dose reforco, os camundongos foram anestesiados e
sedados com 100 mg/kg de cloridrato de quetamina e 1 mg/kg de xilazina,
administrados por via intraperitoneal em volume de 0,1 mL/10 g de peso animal. Uma
vez verificada a anestesia, foi coletado o soro pds-imune de cada animal por meio de
puncgado cardiaca. Os animais foram entdo sacrificados por deslocamento cervical,
embebidos em alcool 70% e levados a uma cabine de seguranga bioldgica, para
obtencdo dos esplendcitos de forma estéril. O restante dos procedimentos foi
realizado segundo padronizado por Zanluca et al. (2011).

Para tanto, os bagos dos camundongos foram removidos assepticamente e

picotados e macerados entre laminas, para isolamento das células e remocao da
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capsula desse 6rgéo. As células foram entao filtradas com filtro de nylon e transferidas
para um tubo cénico contendo 10 mL de meio RPMI-1640, no qual foi centrifugada por
10 min a 400 xg a 18°C. Ao precipitado celular foram adicionados 5 mL de solugao de
lise de hemacias gelada, com incubagao por 5 min em banho de gelo, seguindo com
a adicao de 45 mL de meio RPMI-1640. As células foram centrifugadas por 10 min a
400 xg e entao recuperadas em 45 mL de RPMI-1640. Esta etapa de centrifugagao foi
repetida duas vezes, sendo adicionados 10 mL de RPMI-1640 apds a ultima
centrifugacao. As células viaveis foram contadas em camara de Neubauer utilizando

corante azul de Tripan a 0,2%.

3.5.3.2 Células de Mieloma

As células de mieloma da linhagem P3X63Ag8.653 foram cultivadas nas
condicdes descritas no item 3.3. No dia anterior a fusao, as células foram transferidas
para garrafas de cultura celular de 75 cm?, para atingirem a fase logaritmica do
crescimento, pois as células em expansado logaritmica sdo as satisfatorias para a
fusdo (LAFON, 1996).

No dia da fusao, as células foram transferidas para um tubo conico de 50 mL
e centrifugadas por 10 min a 400 xg. Sobre o precipitado celular, foram adicionados
45 mL de meio RPMI-1640. Este procedimento foi realizado trés vezes, sendo que, na
ultima vez, foram adicionados 10 mL de meio sobre o precipitado celular. As células

viaveis foram contadas em camara de Neubauer utilizando azul de Tripan.

3.5.3.3 Fusdo de Esplendcitos com Células de Mieloma para a Geragdo de

Hibridomas

Para obtencdo dos hibridomas, foram utilizados os esplendcitos dos
camundongos imunizados e as células de mieloma descritos nos itens 3.5.3.1 e
3.5.3.2. A fuséo destas células foi realizada utilizando polietilenoglicol (PEG, P.M.

3000-3700 — Sigma-Aldrich) como agente fusionante.
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Para tanto, as células de mieloma e os esplendcitos foram misturados na
proporgao 1:5 respectivamente, em um tubo cénico de 50 mL, e centrifugados por 10
min a 400 xg. Sobre o precipitado celular, foi adicionado 1 mL de PEG 50% (em meio
RPMI-1640) previamente aquecido a 37°C, gota a gota, durante 2 min,
homogeneizando-se constantemente com movimentos rotativos suaves. A seguir, foi
adicionado 1 mL de meio RPMI-1640 durante 1 min, mais 1 mL de RPMI-1640 durante
1 min e, por fim, 7 mL durante 2 min, sempre homogeneizando com movimentos
rotativos. A suspensao celular foi centrifugada por 5 min a 400 xg e ao precipitado
celular foram adicionados 10 mL de meio RPMI-1640 com HEPES e SBF, para ser
feita a contagem das células viaveis. As células foram entdo distribuidas em placas
de cultura de 96 pogos, em concentragéo de 2,5 x 10° células/100 pL/pogo, e mantidas

a 37°C, em atmosfera contendo 5% de COa.

3.5.3.4 Selecao dos Hibridomas

A selecao das células hibridas foi realizada por meio do cultivo em meio HAT
(meio RPMI-1640 com os suplementos descritos no item 3.3 mais 0,1 mM de
hipoxantina, 0,0004 mM de aminopterina e 0,016 mM de timidina — Sigma-Aldrich)
durante 14 dias. Do 15° ao 19° dia apds a fusao, as células foram cultivadas em meio
HT (meio HAT sem aminopterina — Sigma-Aldrich) e, a partir do 20° dia, em meio
RPMI-1640 com 20% de SBF, conforme descrito no item 3.2 (YOKOYAMA et al.,
2006).

As células que apresentaram crescimento durante ou apds o cultivo com meio
HAT foram submetidas ao teste de triagem para verificar se eram produtoras de

anticorpos contra a proteina recombinante.

3.5.3.5 Triagem dos Hibridomas Secretores de Anticorpos Anti-rE2-CHIKV

A triagem dos hibridomas secretores de anticorpos anti-rE2-CHIKV foi

realizada por ELISA indireto, utilizando um protocolo adaptado de Piza et al. (1999).
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Resumidamente, placas de ELISA foram sensibilizadas com 250 ng/pogo de rE2-
CHIKYV diluida em tampao carbonato (volume final de 100 uL) durante no minimo 12
h a 4°C. A seguir, foi realizado um bloqueio dos sitios inespecificos por adigdo de 300
ML/pogo de tampao Tris-NaCl contendo 0,5% de gelatina, por 30 min a 37°C. Foram
entdo adicionados 100 pL do sobrenadante de cultivo dos hibridomas (1 h a 37°C),
seguido da adigdo de 100 yL de anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado com
peroxidase (Sigma-Aldrich) diluido 1/6.000 em PBS contendo 0,05% de Tween 20 e
1% de BSA (1 h a 37°C). Entre cada etapa, foram realizadas trés lavagens com 200
ML/pogo de PBS-T. Por fim, a reagao foi detectada com TMB (3,3’,5,5-tetra-metil-
benzidina — KPL), 50 uL/pogo por 10 min a temperatura ambiente ao abrigo da luz. A
reacao foi interrompida pela adigao de 50 pyL de acido sulfurico 2M e a leitura das
absorbancias realizada em espectrofotdmetro (Biotek®, modelo Synergy H1) a 450
nm.

Os hibridomas identificados como positivos por esta técnica foram expandidos
para placas de cultivo celular de 24 pocos e, em seguida, para placas de 6 pocos.
Durante cada etapa de expansao, os hibridomas foram novamente triados, de forma

a verificar sua estabilidade em secretar anticorpos anti-rE2-CHIKV.

3.5.3.6 Clonagem dos Hibridomas por Diluigdo Limitante

Para obtenc&o de anticorpos monoclonais, os hibridomas positivos durante a
triagem e estaveis durante a expansido foram submetidos a duas clonagens por
diluicdo limitante, de forma a serem obtidos po¢os em placas de cultivo celular com
apenas uma célula hibrida. Considerando-se o fato de que cada linfécito B (e,
portanto, cada hibridoma) produz anticorpos contra um unico epitopo e que toda sua
progénie sintetiza anticorpos idénticos, ao final do processo de clonagem por diluigdo
limitante e nova expansao do hibridoma, AcM sao obtidos (WADE, 1982; YOKOYAMA
et al., 2006). Assim, a clonagem €& requerida para evitar problemas de poli-
especificidade e também para minimizar o risco de células ndo-secretoras crescerem
demais, em detrimento dos hibridomas secretores de anticorpos (YOKOYAMA et al.,
2006).
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Para essa clonagem, foram feitas diluicbes seriadas (fator 2) dos hibridomas
em placas de cultivo celular de 96 pogos contendo 100 pL/pog¢o de meio RPMI-1640.
As placas foram observadas em microscépio invertido (Nikon, modelo Eclipse TS100)
e 0S pogos com apenas uma ceélula foram identificados. Apos sete a dez dias de
cultivo, a produgcao de anticorpos anti-rE2-CHIKV pelos hibridomas presentes nos
pocos identificados foi novamente verificada por ELISA. Uma segunda diluicao
limitante foi realizada para garantir a monoclonalidade dos anticorpos presentes no

sobrenadante de cultura dos hibridomas.

3.5.3.7 lIsotipagem dos Anticorpos Monoclonais

A caracterizacao dos isotipos e subtipos dos AcM foi realizada utilizando o kit
comercial SBA Clonotyping™ System/HRP (Southern Biotech), seguindo as

instrucdes do fabricante.

3.5.3.8 Reatividade dos Anticorpos Monoclonais com a Proteina rE2-CHIKV

A especificidade dos AcM para a proteina recombinante foi confirmada por
imunofluorescéncia indireta em células S2/E2-CHIKV e S2 nao transfectadas (MOCK).
A reacao foi realizada utilizando os AcM produzidos como anticorpos primarios e
anticorpo anti-imunoglobulina murina conjugado com Alexa Fluor 488 diluido 1/300
em PBS com azul de Evans como anticorpo secundario, seguindo o protocolo descrito
no item 3.4.6.

Essa especificidade também foi verificada por western blot, seguindo o
protocolo descrito no item 3.4.4. A proteina rE2-CHIKYV foi utilizada na eletroforese e
transferida para membrana de nitrocelulose. Na reacdao de western blot, foram
utilizados os AcM como anticorpos primarios e anticorpo anti-lgG de camundongo
conjugado com fosfatase alcalina diluido 1/7.500 em TBS contendo 5% de leite
desnatado como anticorpo secundario. Anticorpo anti-V5 foi utilizado como controle

positivo da reacgao.
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3.5.3.9 Reatividade dos Anticorpos Monoclonais com Alfavirus VEEV e com

Diferentes Flavivirus

A reatividade cruzada dos AcM para o alfavirus VEEV e para os flavivirus
DENV sorotipos 1 a 4, SLEV e WNV foi determinada por IFIl. Células C6/36, em
concentragéo de 1 x 10° células/pogo, em placas de cultivo celular de 96 pocos, foram
infectadas com DENV-1 BR/90, DENV-2 ICC 266, DENV-3 290-02 ou DENV-4 TVP
360 a um MOI de 1. Células HuH7.5 foram infectadas com SLEV 78V6507 ou VEEV
cepa TC83 e células Vero E6, com WNV E/7229/06, todas a um MOI de 1, com 2 x
10* células/pogo. Apos 72 h de infecgdo, as células foram fixadas com
metanol:acetona e utilizadas em IF| (ver item 3.4.6). Sobrenadantes de cultivo dos
hibridomas foram utilizados como anticorpo primario, seguidos de anticorpo anti-lgG

de camundongo conjugado com Alexa Fluor 488 diluido 1/300.

3.5.4 Padronizagao de Ensaio Imunoenzimatico para Deteccao de IgM Anti-
CHIKV

Para a deteccéao de IgM anti-CHIKV, foi padronizado um ensaio do tipo ELISA
indireto, utilizando uma mistura de soros positivos (com IgM anti-CHIKV) e um soro
sabidamente negativo. Apds a avaliagdo de diferentes parametros do teste, como
concentragdo dos reagentes, tampdes e numero de lavagens, foi estabelecido o
protocolo, de acordo com o qual modulos de placa de ELISA (Nunc, Thermo Scientific)
foram sensibilizados com 62,5 ng/poco de rE2-CHIKV (antigeno positivo) ou de MOCK
(controle negativo) durante no minimo 16 h a 4°C em camara umida. A seguir, foi
realizado um bloqueio dos sitios inespecificos por meio da adicdo de 200 uL/poco de
PBS-T com 2% de leite desnatado, com incubacdo por 40 min a temperatura
ambiente. Apds trés lavagens com PBS, as placas secas podiam ser utilizadas
imediatamente ou armazenadas a -20°C para uso posterior, sendo utilizadas placas
armazenadas por até uma semana. Foram entédo adicionados 50 uL/pog¢o dos soros-
teste diluidos 1/50 em PBS, seguidos por incubagéo por 1 h a 37°C em camara umida.

Apos trés lavagens com 200 uL/pogo de PBS-T, foram adicionados 50 ulL/pogo de
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anticorpo anti-lgM humana conjugado com peroxidase diluido 1/10.000 em PBS-T
contendo 2% de leite desnatado. Foi realizada nova incubagao por 1 h a 37°C em
camara umida, seguindo com cinco lavagens com 200 plL/pogo de PBS-T, com
incubacgéo do PBS-T da ultima lavagem por 15 min a temperatura ambiente. A reagc&o
foi detectada com TMB (100 uL/pogo — KPL), sendo interrompida pela adigdo de 50
ML/pogo de acido sulfurico a 2M apds 8 min a temperatura ambiente ao abrigo da luz.
A leitura das absorbancias foi realizada em espectrofotémetro (Biotek®, modelo
Synergy H1) a 450 nm. Para interpretagao dos resultados, primeiramente o valor do
branco da reacéo foi descontado da absorbancia de cada amostra e entéo foi feita a
diferenca entre as absorbancias obtidas com o antigeno positivo e com o antigeno
negativo. Para fins de comparagao, o ELISA foi realizado em paralelo com a rE2-
CHIKV e com a proteina CHIK.sE2-SNAP (E2 de CHIKYV fusionada a proteina SNAP,
produzida em células S2 de D. melanogaster) (DESPRES; PAULOUS; CRUBLET,
2013), que tem sido utilizada em um MAC-ELISA para diagndstico de CHIKV no
Instituto Pasteur de Paris e foi gentilmente cedida pelo Dr. Philippe Després. A melhor
concentragcado de CHIK.sE2-SNAP para sensibilizagao foi de 200 ng/poco. Destaca-se
que essa proteina ndo possui um MOCK, portanto, a interpretacdo dos resultados foi
feita apenas descontando-se o valor do branco da reagéo.

Para que pudessem ser comparados os testes com as duas proteinas, apés
essa padronizacao inicial, foi determinado o valor de corte do ensaio utilizando-se um
painel de 10 soros sabidamente negativos cedido pelo Instituto Pasteur da Guiana. O
valor de corte foi estabelecido como a média das absorbancias dos soros negativos
mais trés vezes o desvio padrao. Para a validagao do teste, foram ainda analisadas
amostras de soros humanos (1) de pacientes com infec¢géo aguda por CHIKV (n=20 —
painel cedido pelo Instituto Pasteur da Guiana); (2) de individuos saudaveis que
moram em regides nao endémicas (n=45); e (3) de individuos com outras infec¢des
agudas: DENV (n=14), EBV (n=13), CMV (n=11), VDRL-positivo (n=11) e
toxoplasmose (n=5). Os resultados com esses soros foram utilizados para calcular os
valores de sensibilidade e de especificidade do teste desenvolvido. O grupo 3 foi
utilizado ainda para analise da reatividade cruzada. Devido a restricdo na quantidade
de CHIK.sE2-SNAP disponivel, o ELISA com esta proteina foi realizado apenas
utilizando-se o painel de soros cedidos pelo Instituto Pasteur da Guiana (20 soros

positivos e 10 soros negativos).
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Os calculos de sensibilidade e especificidade foram feitos com base em uma
tabela 2x2 na qual os resultados foram categorizados como verdadeiros positivos
(VP), falso-positivos (FP), verdadeiros negativos (VN) e falso-negativos (FN) e

utilizando as equacgdes abaixo:

. 4
Sensibilidade = VP-I-—F]V

e VN
Especificidade = VN T FP

3.6 PADRONIZACAO DE ENSAIO IMUNOENZIMATICO PARA DIAGNOSTICO
SOROLOGICO DO VIRUS DA DENGUE

3.6.1 Producao do Antigeno Viral

Para utilizagao no desenvolvimento de um ensaio para deteccao de IgM anti-
DENYV, foi gerado um estoque de virus da dengue dos quatro sorotipos (DENV-1
BR/01-MR, DENV-2 BR/01-01, DENV-3 290-02 e DENV-4 TVP 360), os quais foram
concentrados, purificados por colchdo de sacarose e inativados por radiagao gama.

Para tanto, células C6/36 foram infectadas com os respectivos virus em uma
multiplicidade de infec¢ado (MOI) de 0,01. As infec¢des foram acompanhadas por sete
a dez dias, até o aparecimento de efeito citopatico. O virus foi entdo recuperado a
partir do meio de cultivo, apés centrifugagcéo por 10 min a 480 xg a 4°C.

A fim de se obter estoques virais purificados, os virus foram precipitados com
7% (m/v) de PEG 8000 e 2,3% (m/v) de NaCl, com incubacéo por aproximadamente
16 h a 4°C sob agitacdo branda. Apds este periodo, procedeu-se uma centrifugagao
por 30 min a 17.500 xg a 4°C. O pellet contendo as particulas virais foi entdo
recuperado em 3 mL de tampao TNE e submetido a purificacdo por colchdo de
sacarose. Para tanto, as amostras foram adicionadas sobre gradiente descontinuo de
sacarose a 30% e 60% (preparada no mesmo tampao) e centrifugadas por 2 h a
39.000 rpm (Hitachi, modelo Himac CP80WX) a 4°C. A interfase contendo as

particulas virais purificadas foi coletada e armazenada a -80°C.
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As particulas virais foram quantificadas pela técnica de titulagdo viral por
imunodetecgado de foco (DESPRES; FRENKIEL; DEUBEL, 1993). Resumidamente, 1
x 10° células C6/36, em pogos de placas de cultivo celular de 24 pogos, foram
infectadas com 400 pL de diluigbes seriadas (fator 10) do virus em meio Leibovitz L15
suplementado com 0,26% de triptose e gentamicina. Apds incubagéo por 1 h a 28°C,
o in6culo viral foi retirado e foram adicionados 500 uL/pog¢o de uma mistura contendo
50% de meio de Leibovitz L15 suplementado com 0,26% de triptose, 10% de SBF e
gentamicina e 50% de carboximetilcelulose (CMC) a 3,2% (m/v) em agua bidestilada.
Apos sete dias a 28°C, procedeu-se com a revelacado por detecgdo de focos virais.
Para tanto, as células foram fixadas com paraformaldeido a 3% (m/v) em PBS por 20
min e permeabilizadas com PBS contendo 0,5% de Triton X-100 por 4 min, ambas as
incubacdes a temperatura ambiente. Os focos foram detectados por incubagdo com o
AcM 4G2 (1 h a 37°C), seguido de anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado com
fosfatase alcalina diluido 1/7.500 em PBS (1 h a 37°C) e de revelacdo com NBT e
BCIP em tampao de fosfatase alcalina por 30 min. O titulo viral foi expresso em
unidades formadoras de foco por mL (ffu/mL).

Para a inativacéo, partiu-se de quantidades virais da ordem de 108 ffu/mL. Por
meio de uma cinética de irradiagdo, com alteragdes no tempo e intensidade da
radiagdo gama, acompanhada de titulagdo viral por imunodetecgdo de foco, foram
determinadas as melhores condigdes para inativagdo de cada isolado de DENV. A
irradiacao foi realizada por técnicos do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares
(IPEN) de Sao Paulo. A quantidade de proteinas presente nas amostras de virus
inativado foi determinada utilizando-se o kit Micro BCA™ Protein Assay (Pierce
Biotechnology), seguindo as instru¢des do fabricante. A concentragcdo proteica foi
estimada por comparacao do valor de sua absorbancia em espectrofotobmetro a 570
nm com os valores de uma curva padrao de soro albumina bovina (BSA), por meio de

analise de regressao linear da equacéao da reta.

3.6.2 Caracterizacao de Anticorpos Monoclonais Anti-DENV

Em um trabalho anterior, foram produzidos hibridomas secretores de

anticorpos contra isolados brasileiros de virus da dengue dos sorotipos 1, 2 e 3
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(MAZZAROTTO, 2009). Neste trabalho, os hibridomas foram clonados por diluigao

limitante (ver item 3.5.3.6) e os AcM caracterizados.

3.6.2.1 Isotipagem dos Anticorpos Monoclonais

A caracterizagao dos isotipos e subtipos dos AcM foi realizada utilizando o kit
comercial SBA Clonotyping™ System/HRP (Southern Biotech), seguindo as

instrugdes do fabricante.

3.6.2.2 Determinacdo da Especificidade dos Anticorpos Monoclonais para as
Proteinas de DENV

Para determinar a especificidade dos AcM para as proteinas de DENV, foi
realizado um western blot utilizando DENV do sorotipo homdélogo (0 mesmo sorotipo
utilizado na imunizagdo dos camundongos). Trés pg de DENV-1 BR/01-MR ou DENV-
2 BR/01-01 ou 12 pg de DENV-3 290-02 inativados foram aplicados em gel de
poliacrilamida a 13% e submetidos a SDS-PAGE e western blot, seguindo o protocolo
descrito no item 3.4.4. Sobrenadante de cultura dos hibridomas foi utilizado como
anticorpo primario e anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado com fosfatase
alcalina diluido 1/7.500, como anticorpo secundario. Dessa forma, a especificidade
dos AcM foi determinada com base na massa molecular das proteinas reconhecidas.

Os AcM produzidos contra DENV-2 também foram testados por western blot
contra um peptideo recombinante correspondente ao dominio Il da proteina de
envelope de DENV-2 (com aproximadamente 12 kDa) expresso em sistema
procariético. Além disso, os AcM produzidos contra DENV-3 foram testados por IFI
em células S2 transfectadas com o plasmideo pMt/Bip/V5-His A contendo o gene para
a proteina E de DENV-3 (isolado BR 290-02) com a regiao correspondente aos ultimos
101 aminoacidos C-terminais deletada (E A1o1 de DENV-3). Para tanto, células S2
transfectadas foram cultivadas em meio Schneider suplementado com 10% de SBF

inativado e 25 pg/mL de gentamicina. A expressao da proteina de envelope foi
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induzida por adicédo de 500 uM de CuSO4 ao meio de cultivo por 48 h. Apds este
periodo de indugao, foram adicionados 1 x 10° células/pogo, em placas de cultivo
celular de 96 pocos. Apds a adesao, as células foram fixadas com metanol:acetona e
foi realizada uma IFI (ver item 3.4.6) utilizando como anticorpos os sobrenadantes de
cultivo dos hibridomas, seguidos de anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado
com Alexa Fluor 488 diluido 1/300.

Em todos esses testes, AcM 4G2 (especifico para a proteina de envelope de
Flavivirus, produzido pelo hibridoma D1-4G2-4-15, ATCC HB-112) foi utilizado como
controle positivo. Um anticorpo nao relacionado anti-hantavirus, clone 572/7A
(MAZZAROTTO et al., 2009) foi utilizado como controle negativo.

3.6.2.3 Determinagdo da Reatividade dos Anticorpos Monoclonais com os Quatro

Sorotipos de DENV e Outros Flavivirus e Alfavirus

A reatividade dos AcM contra os quatro sorotipos de DENV foi determinada
por IFI em células C6/36 infectadas. C6/36, em concentragdo de 1 x 10° células/pogo,
em placas de cultivo celular de 96 pocgos, foram infectadas com DENV-1 BR/90,
DENV-2 ICC 266, DENV-3 290-02 ou DENV-4 TVP 360 a um MOl de 1. Apés 72 h de
infecgao, as células foram fixadas e utilizadas em IFI. Além disso, foi verificada a
especificidade dos AcM contra os flavivirus YFV, SLEV e WNV e contra o alfavirus
VEEV. Células HuH7.5 infectadas com YFV cepa 17DD, SLEV 78V6507 ou VEEV
cepa TC83 e células Vero E6 infectadas com WNV E/7229/06, todas a um MOI de 1,
com 2 x 10* células/pogo, por 72 h foram utilizadas em IFI. As IFI foram realizadas da

mesma forma que descrito no item 3.6.2.2.
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3.6.3 Padronizagao de Ensaio Imunoenzimatico para Detecgcao de IgM Anti-
DENV

3.6.3.1 Purificagdo de Anticorpos Monoclonais e Conjugagdo com Peroxidase

Trés AcM foram selecionados com base em sua especificidade contra o DENV
e outros flavivirus para serem conjugados com peroxidase e utilizados na
padronizagao de um ensaio imunoenzimatico para detecc¢ao de IgM anti-DENV. Esses
AcM foram primeiramente concentrados, a partir de 1 L de meio de cultivo dos
respectivos hibridomas, por precipitagdo com sulfato de aménio (PERRIN, 1996). Igual
volume de solugao de sulfato de aménio saturada foi adicionado, gota a gota, sob
agitacédo, ao meio de cultivo dos hibridomas. Apds incubagéo por 1 h, a mistura foi
centrifugada por 45 min a 5.000 xg. Os AcM precipitados foram ent&o diluidos em um
volume minimo de PBS e dialisados contra PBS. Todo o procedimento foi realizado a
4°C. Na sequéncia, os AcM concentrados foram purificados em coluna de proteina G
(HiTrap Protein G HP — GE Healthcare). Cada AcM foi adicionado a uma coluna
previamente equilibrada com tampéo fosfato. Apds lavagem da coluna com tampé&o
fosfato, o AcM foi eluido em tampéo glicina, sendo imediatamente neutralizado em
tampéao tris-HCI 1M (pH 9,0). Os AcM purificados foram entdo dialisados contra
tampao carbonato, para posterior conjugagao com peroxidase.

Para a conjugacao, foi utilizado o método descrito por Wisdom com pequenas
alteragdes (2005). Para tanto, 2 mg de peroxidase foram incubados com 100 pL
periodato de sédio a 0,1 M e dialisados contra tampao acetato de sédio a 1 mM (pH
4.4). O pH da solucao de peroxidase foi ajustado para 9,0-9,5 por adicdo de 10 uL de
tampao carbonato a 0,2 M (pH 9,5) e a peroxidase foi imediatamente adicionada a 4
mg do AcM purificado. Apdés 2 h de incubagdo a temperatura ambiente, foram
adicionados 50 uL de boroidreto de sodio (a 4 mg/mL), seguindo com nova incubagao
por 2 h a temperatura ambiente. O anticorpo conjugado foi entdo purificado por

precipitacdo com sulfato de aménio.
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3.6.3.2 Padronizagao de Ensaio Tipo ELISA para Deteccao de IgM anti-DENV

Para a deteccdo de IgM anti-DENV, primeiramente foi padronizado um ensaio
do tipo ELISA de captura de IgM (MAC-ELISA), utilizando uma mistura de soros
positivos (com IgM anti-DENV) e um soro sabidamente negativo. Apds serem testados
diferentes parametros do teste, como diferentes tampdes e reagentes, em diferentes
volumes e concentragdes, foi estabelecido o protocolo. Por este protocolo, médulos
de placa de ELISA (Nunc, Thermo Scientific) foram sensibilizados com 100 ng/po¢o
de anticorpo anti-lgM humana diluido em tamp&o carbonato (volume final de 100 L)
durante no minimo 16 h a 4°C em camara umida. A seguir, foi realizado um bloqueio
dos sitios inespecificos por meio da adigéo de 200 yL/pogo de PBS-T com 2% de leite
desnatado, com incubagao por 40 min a temperatura ambiente. Apés trés lavagens
com PBS, as placas secas podiam ser utilizadas imediatamente ou armazenadas a
-20°C para uso posterior, sendo utilizadas placas armazenadas por até uma semana.
Foram entdo adicionados 100 pL/pog¢o dos soros-teste diluidos 1/50 em PBS,
seguidos de 100 uL/pogo de uma mistura de DENV dos quatro sorotipos. Esta mistura
consiste em 0,5 ug de DENV-1, -3 e -4 e 1 ug de DENV-2 por poco diluidos em PBS.
Seguiu-se com a adigéo de 50 pL/pogo de AcM D3 424/8G conjugado com peroxidase
diluido 1/400 em PBS-T contendo 2% de leite desnatado. Entre cada etapa, foi
realizada uma incubagao por 1 h a 37°C em camara umida, seguida de trés lavagens
com 200 uL/poco de PBS-T. Ao final, foram realizadas cinco lavagens com PBS-T.
Por fim, a reagao foi detectada com TMB (100 yL/pogo — KPL), sendo interrompida
pela adicao de 50 pyL/poco de acido sulfurico a 2M apds 6 min a temperatura ambiente
ao abrigo da luz. A leitura das absorbancias foi realizada em espectrofotdmetro
(Biotek®, modelo Synergy H1) a 450 nm. As amostras foram testadas em duplicata,
sendo feita a média de suas absorbancias. Para calcular a absorbancia de cada
amostra, foi descontado o valor do branco da reacao.

Apoés essa padronizagao inicial, foi determinado o valor de corte do ensaio
utilizando-se um painel de 45 amostras de soro de individuos saudaveis que moram
em regides ndo endémicas. O valor de corte foi determinado como a média das
absorbancias desses soros negativos mais trés vezes o desvio padrdo. Foram
definidas como amostras indeterminadas as que apresentavam até um desvio padréo

acima ou abaixo do valor de corte.
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Para a validagdao do teste, foram ainda analisadas amostras de soro de
pacientes com infeccado aguda por DENV; amostras de soros de individuos com
suspeita de dengue, mas com resultado negativo no teste PanBio IgM capture assay;
de individuos com infeccdo aguda por outro flavivirus e individuos com outras
infeccbes agudas, ndo causadas por flavivirus (Tabela 1). As amostras positivas foram
assim definidas utilizando-se o teste PanBio IgM capture assay. Com os resultados
obtidos para todos esses soros, foram calculados os valores de especificidade e
sensibilidade do teste desenvolvido. Os grupos 3 a 5 foram utilizados para analise da

reatividade cruzada.

TABELA 1 - AMOSTRAS DE SORO HUMANO UTILIZADAS NA PADRONIZACAO DO ENSAIO PARA
DETECCAO DE IGM ANTI-DENV

Identificacao Quantidade Descricao

Amostras de soro de pacientes com infecgdo aguda por

Grupo 1 76 DENV
Amostras de soro de individuos saudaveis que moram em
Grupo 2 45 o ~ N
regides nao endémicas
Grupo 3 5 Amostras de soro de individuos sintomaticos, com suspeita
P de dengue, mas negativos no teste para IgM anti-DENV
Amostras de soro de individuos com infeccdo aguda por
Grupo 4 19

outro flavivirus (SLEV)

Amostras de soro de individuos com outras infecgbes
Grupo 5 39 agudas, nao causadas por flavivirus: EBV (n=13), CMV
(n=10), VDRL-positivo (n=11), toxoplasmose (n=5)

EBV: virus Epstein-Barr; CMV: citomegalovirus; VDRL: Venereal Disease Research Laboratory, para
diagndstico de sifilis.

3.7 PADRONIZACAO DE ENSAIO IMUNOENZIMATICO PARA DIAGNOSTICO
SOROLOGICO DO VIRUS DA ENCEFALITE DE SAINT LOUIS

3.7.1 Producgao de Particulas-Tipo-Virus do SLEV (SLE_VLP) em Células HEK
293T

Para a padronizagao de um ensaio para diagndstico de infecgéo pelo SLEV,
optou-se por uma estratégia diferente: a de utilizar particulas-tipo-virus de SLEV. Para
a obtencdo de SLE_VLPs, foi desenhado um gene sintético tomando por base o

trabalho descrito por Purdy, Noga e Chang (2004). Para o desenho deste gene foram
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utilizadas como referéncia sequéncias codificantes para as proteinas prM e E de SLEV
identificados em S&o Paulo e na Argentina disponiveis no GenBank (acessos
FJ753286, AY632544, EF158061, EF158068 e EF158063 para a prM e acessos
DQ385450, DQ385451, DQ022950, AF205474 e AF205473 para a E). O gene
desenhado contém a sequéncia codificante para a proteina prM e para o ectodominio
da proteina E do SLEV, associada a sequéncia sinal (na por¢gdo N-terminal) e ao
endodominio da proteina E (na por¢ao C-terminal) do virus da encefalite japonesa
(JEV). Este gene contém ainda um sitio para clivagem com a enzima BamHI e a
sequéncia de Kozak (GCCGCCGCCATGG) na extremidade 5’ e um coédon de parada
(TGA) e um sitio para a enzima BstBI na extremidade 3’ (Figura 22). O gene com
otimizacao de cddons para expressdo em células humanas foi sintetizado pela

GenScript e fornecido sob a forma de um inserto no plasmideo pUC57.

BamHI—Sdequgggf . E(ectodominio) - E | —TGA—BstBI
Sequéncia (endodominio)
sinal
SLE_VLP
2115 pb

Figura 22 — Esquema da construgdo do gene codificante para particulas-tipo-virus de SLEV
(SLE_VLP).

O plasmideo contendo o gene de SLE_VLP foi adquirido na forma liofilizada.
Este gene foi diluido em 20 uL de agua nuclease free e armazenado a -20°C. Para a
obtencdo de um maior numero de cépias plasmidiais, bactérias E. coli TOP10
quimiocompetentes foram transformadas com 100 ng desse plasmideo. Trés colénias
isoladas foram selecionadas e amplificadas em 6 mL de meio LB contendo 100 ug/mL
de ampicilina. Os clones bacterianos selecionados foram estocados em glicerol a 25%
e o DNA plasmidial foi purificado. Este mesmo procedimento foi realizado para o
plasmideo pcDNA™3.1/V5-His TOPO® (Invitrogen), escolhido como vetor de
expressdo. O pcDNA™3.1/V5-His TOPO®, no entanto, foi primeiramente ligado a um
produto de PCR aleatério para que estivesse em sua forma fechada e pudesse ser
propagado em bactérias, passando a ser denominado pcDNA3.1/V5-His TOPO+PCR.

Aproximadamente 1,7 ug do pUCS7 contendo o gene de SLE_VLP e 2,4 ug
do pcDNA3.1/V5-His TOPO+PCR foram submetidos a digestdo com a enzima de
restricao BamHI (New England Biolabs), em volume final de 30 pL, por 16 h a 37°C,

seguida da digestao com a enzima BstBl (New England Biolabs) por 16 h a 65°C, de
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acordo com as instrugdes do fabricante. Os produtos da digestao foram purificados a
partir da banda em gel de agarose a 0,8% utilizando-se o kit QIAquick® Gel Extraction
(Qiagen) e ligados utilizando a enzima T4 DNA ligase (Promega). A reacao feita por
18 h a 20°C, com a proporgédo molar inserto:vetor de 3:1, seguindo as instru¢des do
fabricante. O plasmideo resultante foi denominado pcDNAS3.1/V5-His+SLE VLP
(Figura 23).

= - o
- _.-"'}m_\pp\ promoter

_T? promoter
/_BamHI (520)

pcDNA3.1/V5-His TOPO + SLE_VLP
7538 bp

CEP binding site) |
esperstor |

\BStBI (3030)
GxHis

Figura 23 — Mapa do plasmideo pcDNA3.1/V5-His TOPO+SLE_VLP, gerado por meio da clonagem do
gene sintético SLE_VLP no vetor pcDNA™3.1/V5-His TOPO®.

O volume total da ligagao foi utilizado para transformar bactérias E. coli TOP10
quimiocompetentes. Dez colbnias isoladas foram selecionadas e triadas pela técnica
de PCR de colbnia, utilizando 0s iniciadores T7  Promoter
(TAATACGACTCACTATAGGG) e BGH Reverse (TAGAAGGCACAGTCGAGG),
especificos para regides do plasmideo pcDNA™3.1/V5-His TOPQO® que flanqueiam o
sitio de clonagem (Figura 24). Os dois clones positivos foram selecionados para
estocagem e purificagdo do DNA plasmidial. Apds nova digestdo com as enzimas
BamHI e BstBI para confirmar a presencga do inserto, um dos clones foi enviado para
sequenciamento. O sequenciamento foi realizado utilizando-se os iniciadores T7

Promoter e BGH Reverse.
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3'end of CMV promoter
CAAT TATA Putative transcriptional start

AT SR \
761 CCCATTGACG CARATGGGCG GTAGGCGTGT ACGGTGGGAG GTCTATATAA GCAGAGCTCT CTGGCTAACT AGAGAACCCA

bind 1 Kenl  BamHl

1
841 CTGCTTACTG GCTTATCGAA ATTAATACGA CTCACTATAG GGAGACCCAA GCTGGCTAGT TAAGCTTGGT ACCGAGCTCG
BsfX 1 EcoRV BstX | Nat |
i i 1 |
921 GATCCACTAG TCCAGTGTGG TGGAATTGCC r:"r.r,G GGC AAT TCT GCA GAT ATC CAG CAC AGT GGC
ACCTTARACGG GAEMERGCCINMMTTC CCG TTA AGT .
Lys Gly Asn Ser Ala Asp Ile Gln His Ser Gly

Xhal Xba | Drall Apal Sacll BsBI V5 epitope
I ] 1 | | |

987 GGC CGC TCG AGT CTA GAG GGC CCG CGG TTC GAA GGT AAG CCT ATC CCT AAC CCT CTC CTC GGT CTC
Gly Arg Ser Ser Leu Glu Gly Pro Arg Phe Glu Gly Lys Pro Ile Pro Asn Pro Leu Leu Gly Leu

Aglel Polyhistidine region Pmel BGH Reverse

- I l |
1053 GAT TCT ACG CGT ACC GGT CAT CAT CAC CAT CAC CAT TGA GTTTAARACCC GCTGATCAGC CTCGACTGTG
Asp Ser Thr Arg Thr Gly His His His His His His **»

priming site
1
1122 CCTTCTAGTT GCCAGCCATC TGTTGTTTGC CCCTCCCCCG TGCCTTCCTT GACCCTGGAA GGTGCCACTC CCACTGTCCT

BGH polyadenylation signal
i Ll Ly
1202 TTCCTAATAA AATGAGGAAR TTGCATCGCA TTGTICTGAGT AGGTGTCATT CTATTCTGGG GGGTGGGGTG GGGCAGGAC

Figura 24 — Segmento do plasmideo pcDNATM3.1/V5-His TOPO® destacando (em vermelho) os sitios
de ligacdo dos iniciadores T7 Promoter e BGH Reverse. FONTE: Adapatado do manual
pcDNA™3.1/VV5-His TOPO® TA  Expression kit da Invitrogen,  disponivel  em
http://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/pcdna3.1topota_man.pdf.

3.7.1.1 Transfeccao de Células HEK 293T Mediada por Lipossomos

O pcDNA3.1/V5-His+SLE_VLP foi transfectado em células HEK 293T em um
processo mediado por lipossomos, utilizando lipofectina. No dia anterior a transfeccgao,
5 x 10° células HEK 293T foram adicionadas a pogos de uma placa de cultivo celular
de 6 pocgos. No dia da transfecgao, 12,5 uL de Lipofectin® Reagent (Invitrongen) foram
misturados com 87,5 yL de Opti-MEM® | Reduced Serum Medium, GlutaMAX™
Supplement (Gibco) e incubados por 30 min a temperatura ambiente (solugéo A). No
final dessa incubagdo, 2 ug de DNA plasmidial foram diluidos em Opti-MEM® |
Reduced Serum Medium, em volume final de 100 pL (solugédo B). As solugcdes A e B
foram misturadas e incubadas por 15 min a temperatura ambiente (solucdo C). A
solugdo C foram adicionados 1.250 yL com Opti-MEM® | Reduced Serum Medium e
esta solucao foi adicionada sobre células HEK 293T previamente lavadas com 1 mL
de Opti-MEM® | Reduced Serum Medium. Apos 24 h a 37°C, o meio das células foi
substituido por meio DMEM F12 com os suplementos descritos no item 3.2 mais 1
mg/mL do antibiético de selecao G418 (Sigma-Aldrich). O meio das células foi trocado
a cada trés ou quatro dias, por aproximadamente sete semanas, quando foi verificado
que 90-100% das células estavam produzindo a SLE_VLP. A positividade das células

foi avaliada periodicamente por IFI, conforme descrito no item 3.4.6. Foi utilizado o
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AcM 4G2 como anticorpo primario e anti-lgG de camundongo conjugado com Alexa
Fluor 488 (Invitrogen) diluido 1/300 em PBS com azul de Evans como anticorpo
secundario. As células resultantes da transfeccdo foram denominadas
293T+SLE_VLP.

3.7.1.2 Obteng&o de VLP de SLEV (SLE_VLP)

Para a produgédo de SLE_VLP, foram utilizadas garrafas de cultivo celular de
300 cm? contendo uma quantidade inicial de 1 x 10° células 293T+SLE_VLP (em
volume de 100 mL) ou em biorreatores com capacidade de 250 mL a 1 L de meio de
cultivo. O meio de cultivo das células foi coletado apds 6 dias, quando a producéo foi
realizada em garrafas de cultivo, ou quando o meio se apresentava acidificado
(verificado pela coloragdo amarelada do meio), quando utilizado biorreator. O meio de
cultivo foi entdo centrifugado por 10 min a 1.250 xg. As VLPs foram concentradas a
partir do sobrenadante da centrifugagao por meio da adicdo de 7% (m/v) de PEG 8000
e 2,3% (m/v) de NaCl, com incubagao por aproximadamente 16 h a 4°C sob agitagao
branda. Apoés centrifugagcao por 30 min a 17.500 xg a 4°C, o pellet contendo as
SLE_VLPs foi recuperado em PBS, em volume 100 vezes menor que o volume inicial
de meio de cultivo, e armazenado a -20°C. Todo este procedimento foi realizado em
paralelo com células 293T nao transfectadas, obtendo-se assim o MOCK para essas
VLPs.

A obtencao de SLE_VLPs foi verificada por western blot (item 3.4.4) utilizando
o AcM 4G2 como anticorpo primario e anti-lgG de camundongo conjugado com

fosfatase alcalina diluido 1/7.500 como anticorpo secundario.

3.7.2 Padronizagao de Ensaio Imunoenzimatico para Deteccao de IgM Anti-
SLEV

Para a detecgéo de IgM anti-SLEV foi padronizado um ensaio do tipo ELISA

de captura de IgM (MAC-ELISA). A padronizagéo deste ensaio foi realizada utilizando-
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se uma mistura de soros positivos (com IgM anti-SLEV) e um soro sabidamente
negativo, sendo avaliados diferentes tampdes, diferentes reagentes e em diferentes
diluicdes e diferentes tempos de incubacéo.

Por esse protocolo, médulos de placa de ELISA (Nunc, Thermo Scientific)
foram sensibilizados com 100 ng/pogo de anticorpo anti-IgM humana diluido em
tampao carbonato (volume final de 100 pL) durante no minimo 16 h a 4°C em camara
umida. A seguir, foi realizado um bloqueio dos sitios inespecificos por meio da adigao
de 200 yL/pogo de PBS-T com 2% de leite desnatado, com incubagao por 40 min a
temperatura ambiente. Apds trés lavagens com PBS, as placas secas podiam ser
utilizadas imediatamente ou armazenadas a -20°C para uso posterior, sendo utilizadas
placas armazenadas por até uma semana. Foram entao adicionados 50 uL/pogo dos
soros-teste diluidos 1/50 em PBS, seguidos de 50 pL/pogo da SLE_VLP ou MOCK
diluidos 1/4 em PBS e entdo 50 ulL/po¢o de AcM D3 424/8G conjugado com
peroxidase diluido 1/400 em PBS-T contendo 2% de leite desnatado. Entre cada
etapa, foi realizada uma incubagao por 1 h a 37°C em camara umida, seguida de trés
lavagens com 200 ulL/pogo de PBS-T, exceto apds a incubagdo com o anticorpo
conjugado, em que foram realizadas cinco lavagens com PBS-T. Por fim, a reagao foi
detectada com TMB (100 uL/po¢o — KPL), sendo interrompida pela adigdo de 50
ML/pogo de acido sulfurico a 2M apds 6 min a temperatura ambiente ao abrigo da luz.
A leitura das absorbancias foi realizada em espectrofotometro (Biotek®, modelo
Synergy H1) a 450 nm. Para interpretagao dos resultados, primeiramente o valor do
branco da reacéo foi descontado da absorbancia de cada amostra e entéo foi feita a
diferenca entre as absorbancias obtidas com o antigeno positivo (SLE_VLP) e com o
antigeno negativo (MOCK).

ApoOs a padronizacdo, iniciou-se o processo de validacdo do teste, sendo
analisadas amostras de soros humanos classificados em distintos grupos: (1)
pacientes com infeccdo aguda por SLEV; (2) individuos saudaveis que moram em
regides ndao endémicas; (3) individuos saudaveis que moram em regides de alta
prevaléncia da doenga, com IgG anti-SLEV; (4) individuos com infecgdo aguda por
outro flavivirus; (5) individuos com outras infeccbes agudas, ndo causadas por
flavivirus. A quantidade de amostra por grupo esta especificada na Tabela 2. As
amostras positivas (grupo 1) s&o provenientes do surto ocorrido na Argentina em 2005
(SPINSANTI et al., 2008) e foram assim definidas utilizando-se outros dois testes: (1)

teste de neutralizagao por redugao de unidades formadores de placas (PRNT), que é
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0 padrao-ouro para deteccdo de anticorpos anti-SLEV, porém que nao discrimina
anticorpos IgG de IgM; (2) ELISA para detecgao de IgM utilizando como antigeno o
virus produzido em cérebro de camundongos recém-nascidos.

O valor de corte do ensaio foi determinado como a meédia das absorbancias
dos soros de individuos saudaveis (grupo 2 da Tabela 2) mais trés vezes o desvio
padrdo. Utilizando os resultados dos cinco grupos de soro, foram calculados os
valores de especificidade e sensibilidade do teste desenvolvido. Os grupos 4 e 5 foram

utilizados para analise da reatividade cruzada.

TABELA 2 - AMOSTRAS DE SORO HUMANO UTILIZADAS NA PADRONIZAGAO DO ENSAIO PARA
DETECCAO DE IGM ANTI-SLEV

Identificacdo  Quantidade Descrigdo
Amostras de soro de pacientes com infec¢cao aguda por

Grupo 1 19 SLEV
Amostras de soro de individuos saudaveis que moram em
Grupo 2 43 .~ ~ n
regides néo endémicas
Grupo 3 8 Amostras de soro de individuos saudaveis que moram em
P regides de alta prevaléncia de SLEV (Chaco, Argentina)
Amostras de soro de individuos com infecgdo aguda por
Grupo 4 14

outro flavivirus (DENV)
Amostras de soro de individuos com outras infecgdes
Grupo 5 38 agudas, nao causadas por flavivirus: EBV (n=12), CMV
(n=11), VDRL-positivo (n=11), toxoplasmose (n=4)
EBV: virus Epstein-Barr; CMV: citomegalovirus; VDRL: Venereal Disease Research Laboratory, para
diagndstico de sifilis.

3.8 PADRONIZACAO DE ENSAIO IMUNOENZIMATICO PARA DIAGNOSTICO
SOROLOGICO DO VIRUS DO OESTE DO NILO

3.8.1 Producgao de Particulas-Tipo-Virus do WNV (WN_VLP) em Células HEK
293T

A producdo de particulas-tipo-virus de WNV (WN_VLP) foi realizada
utilizando-se gene sintético. Para o desenho do gene, foi usado como referéncia o
genoma da cepa NY99. A sequéncia desse gene contém parte da proteina de
capsideo, correspondente a sequéncia sinal da proteina prM, precedida da sequéncia

de Kozak, e a sequéncia codificante para as proteinas prM e E, seguida por um coédon
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de parada da tradugao (TGA). O gene contém ainda um sitio para clivagem com as
enzimas de restricdo BamHI na extremidade 5’ e Xhol na extremidade 3’ (Figura 25).
O gene com otimizag&o de codons para expressao em células humanas foi sintetizado

pela GenScript e fornecido sob a forma de um inserto no plasmideo pUC57.

Sequéncia _

Sequéncia
sinal
WN_VLP
2085 pb

Figura 25 — Esquema da construcdo do gene codificante para particulas-tipo-virus de WNV (WN_VLP).

O gene de WN_VLP foi clonado no vetor pcDNA™3.1/V5-His TOPQO®,
resultando no plasmideo pcDNA3.1/V5-His TOPO+WN_VLP (Figura 26); o plasmideo
recombinante foi transfectado em células HEK 293T e, a partir das células
transfectadas, foram obtidas as VLPs de WNV. Esses procedimentos foram realizados

da mesma forma que descrito para VLP de SLEV.

T7 promoter
/- BamHI (320
-

PR Promoter T

pcDNAZ3.1/V5-His TOPO + WN_VLP
7530 bp

1 ETW

CAP hinding site) — ||

=\
o’?"é '

2 &
A
//,é’, @\F
&

" %holI (2999)
GxHis

Figura 26 — Mapa do plasmideo pcDNA3.1/V5-His TOPO+WN_VLP, gerado por meio da clonagem do
gene sintético WN_VLP no vetor pcDNA™3.1/V5-His TOPQO®.
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3.8.2 Padronizagdao de Ensaio Imunoenzimatico para Detecgcao de IgM Anti-
WNV

O ensaio para detecgao de IgM anti-WNYV foi realizado da mesma forma que
descrito para SLEV (item 3.7.2). A padronizagao do ensaio foi realizada utilizando um
soro positivo (com IgM anti-WNV) e um soro negativo. O protocolo final ficou
basicamente igual ao de SLEV, alterando-se apenas as diluicées dos soros para 1/100
e da WN_VLP para 1/8 e o tempo de revelagao para 5 min.

Este ELISA foi realizado utilizando-se uma amostra positiva (grupo 1), 45
amostras de soros de individuos saudaveis (grupo 2) e 71 amostras de individuos com
outras infecgdes agudas (grupos 3 e 4 — Tabela 3). Nao foi possivel determinar o valor
de corte do MAC-ELISA, nem os valores de sensibilidade e especificidade, pois foi
obtida apenas uma amostra com IgM anti-WNV. A reatividade cruzada foi avaliada
utilizando-se amostras de soro de individuos com infecgdo aguda para outros
flavivirus (19 soros para DENV e 12 soros para SLEV) e com outras infecgbes agudas,

nao causadas por flavivirus.

TABELA 3 - AMOSTRAS DE SORO HUMANO UTILIZADAS NA PADRONIZACAO DO ENSAIO PARA
DETECCAOQO DE IGM ANTI-WNV
Identificacdo  Quantidade Descrigao
Grupo 1 1 Amostra de soro de paciente com infecgao aguda por WNV
G Amostras de soro de individuos saudaveis que moram em
rupo 2 45 o ~ N
regides ndo endémicas
Amostras de soro de individuos com infecgdo aguda por
outro flavivirus: DENV (n=19) e SLEV (n=12)
Amostras de soro de individuos com outras infeccbes
Grupo 4 40 agudas, ndo causadas por flavivirus: EBV (n=13), CMV
(n=11), VDRL-positivo (n=11), toxoplasmose (n=5)
EBV: virus Epstein-Barr; CMV: citomegalovirus; VDRL: Venereal Disease Research Laboratory, para
diagndstico de sifilis.

Grupo 3 31




110

4 RESULTADOS

41 PADRONIZACAO DE ENSAIO IMUNOENZIMATICO PARA DIAGNOSTICO
SOROLOGICO DO VIRUS CHIKUNGUNYA

41.1 Expressao das Proteinas Recombinantes E1 e E2 de CHIKV em Células
S2

Os plasmideos pUC57 contendo os genes sintéticos que codificam o
ectodominio da proteina E1 ou da E2 de CHIKV foram primeiramente utilizados para
transformacao de bactérias E. coli da linhagem TOP10 quimiocompetentes. Trés
colonias isoladas foram selecionadas para amplificagdo em meio LB liquido e
purificacdo do DNA plasmidial. O vetor selecionado para expressao das proteinas
recombinantes foi o pMt/Bip/V5-His A. Este vetor foi amplificado e purificado da
mesma forma.

Os plasmideos contendo os genes E1-CHIKV e E2-CHIKV, bem como o vetor
de expressao pMt/Bip/V5-His A, foram entdo submetidos a digestdo com as enzimas
de restricdo Bglll e Xhol. A visualizagdo em gel de agarose corado com brometo de
etidio revelou a presenca de bandas de 3.568 pb, correspondentes ao vetor
pMt/Bip/V5-His A (Figura 27, 1-3) e bandas de 1.236 pb, 1.074 pb e aproximadamente
2.700 pb, correspondentes a E1-CHIKV, E2-CHIKV e pUC57, respectivamente (Figura
27, 4-9).
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5000 pb
3000 pb

1650 pb

1000 pb

Figura 27 — Perfil eletroforético em gel de agarose a 0,8% corado com brometo de etidio do vetor
pMt/Bip/V5-His A (1-3) e dos fragmentos de DNA codificantes para o ectodominio das proteinas E1 (4-
6) e E2 (7-9) do CHIKV em pUC57 e apos digestdo com as enzimas de restricdo Bglll e Xhol. M:
marcador de tamanho molecular (1kb Plus DNA Ladder, Invitrogen).

Uma vez verificado que todos os clones bacterianos selecionados continham
os genes de interesse, os fragmentos de DNA correspondentes ao pMt/Bip/V5-His A
e aos genes E1-CHIKV e E2-CHIKV obtidos cada um a partir de um dos clones foram
purificados com o intuito de retirar contaminantes que pudessem interferir com a

posterior reacao de ligacado do inserto ao vetor (Figura 28).

3000 pb
1650 pb

1000 pb

Figura 28 — Perfil eletroforético em gel de agarose a 0,8% corado com brometo de etidio do vetor
pMt/Bip/V5-His A (1) e dos fragmentos de DNA codificantes para o ectodominio das proteinas E1 (2) e
E2 (3) do CHIKV purificados apds digestdo com as enzimas de restricdo Bglll e Xhol. M: marcador de
tamanho molecular (1kb Plus DNA Ladder, Invitrogen).

Os fragmentos de DNA correspondentes aos genes E1-CHIKV e E2-CHIKV e

o vetor purificados foram entdo submetidos a reacbes de ligagdo e em seguida
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utilizados para transformar bactérias E. coli TOP10 quimiocompetentes. Os
plasmideos recombinantes resultantes foram denominados pE1-CHIKV e pE2-CHIKYV,
respectivamente. Os clones bacterianos contendo os plasmideos recombinantes
foram identificados pela técnica de palitagem, que permite a selegdo por tamanho
molecular, tendo sido selecionados cinco clones de cada reagdo de transformacao
para a analise. Pela Figura 29, pode-se perceber que todas as colbnias triadas
potencialmente contém os plasmideos recombinantes. Assim, os clones identificados
como 3 e 10 foram selecionados para estocagem em glicerol e purificagdo do DNA

plasmidial.

1 2 3 4 5 B 708 ¥ 40y B A2

Figura 29 — Triagem dos potenciais clones contendo os plasmideos pE1-CHIKV e pE2-CHIKV pela
técnica de palitagem. Analise em gel de agarose a 0,8% corado com brometo de etidio. 1 e 12: controle
(pPMt/Bip/V5-His A sem inserto); 2-6: coldnias de bactérias transformadas com pE1-CHIKV; 7-11:
colbénias de bactérias transformadas com pE2-CHIKV.

Para confirmar a presenca do inserto de DNA de interesse, o DNA plasmidial
purificado foi submetido a digestdo com as enzimas de restricao Bglll e Xhol, e 0
resultado visualizado em gel de agarose a 0,8%. Na Figura 30 pode-se verificar a
presencga de bandas correspondente a E1-CHIKV (1.236 pb — coluna 2 da Figura 30),
a E2-CHIKV (1.074 pb — coluna 4 da Figura 30) e ao plasmideo pMt/Bip/V5-His (3.568
pb — colunas 2 e 4 da Figura 30). Para fins de comparacgao os plasmideos pE1-CHIKV
(4.798 pb — coluna 1 da Figura 30) e pE2-CHIKYV (4.636 pb — coluna 3 da Figura 30)
nao-digeridos também foram aplicados no gel. A determinacdo da sequéncia
nucleotidica destes plamideos demonstrou a correta fase de leitura e a auséncia de

mutacdes nos insertos clonados.
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3000 pb—

1650 pb—
1000 pb—

Figura 30 — Perfil eletroforético em gel de agarose a 0,8% corado com brometo de etidio dos
plasmideos pE1-CHIKV e pE2-CHIKYV digeridos com as enzimas Bglll e Xhol para confirmar a presenca
dos insertos de interesse. M: padrao de tamanho molecular (1 kb Plus DNA Ladder, Invitrogen); 1: pE1-
CHIKV né&o-digerido; 2: pE1-CHIKV digerido; 3: pE2-CHIKV n&o-digerido; 4: pE2-CHIKV digerido.

Os plasmideos pE1-CHIKV e pE2-CHIKV foram utilizados para a transfeccao
transitoria de células S2 de D. melanogaster. Para determinar as melhores condi¢des
para expressao proteica, a inducado da expressao foi realizada em um periodo de 24
a 96 h apds a transfecgao e as células e o meio de cultivo foram coletados entre 48 e
120 h apds a transfeccao. As amostras foram analisadas por western blot. Na Figura
31 é mostrado o perfil de bandas correspondentes as proteinas rE1-CHIKV (~49 kDa),
rE2-CHIKV (~45 kDa) e GFP (~34 kDa — controle positivo). Por comparacgao visual da
intensidade das bandas, foi determinado que os melhores tempos para indugéao e
recolhnimento para a expressdo da proteina rE1-CHIKV sdo de 48 h e 120 h,
respectivamente, e para rE2-CHIKV, 48 h e 72 h, respectivamente.

A seguir, foram testadas diferentes concentragdées de CuSO4 para determinar
a melhor condi¢ao para indugdo. A Figura 32 mostra o perfil de bandas referentes a
expressao das proteinas recombinantes apds a indugao com 500 uM, 700 uM e 900
MM de CuSOa4. Por comparagéao visual da intensidade das bandas, foi estabelecida a
concentracdo de 500 uM de CuSOs4 para inducao da expresséao de rE1-CHIKV e 700
MM para rE2-CHIKV.
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rE1-CHIKV rE2-CHIKV

Analise do Analise do Analise do Analise do
lisado celular sobrenadante lisado celular sobrenadante

Tempos de indugao e recolhimento
Induc&o 24 h / recolhimento 48 h
Induc&o 24 h / recolhimento 72 h
Inducéo 24 h / recolhimento 96 h
Induc&o 24 h / recolhimento 120 h
Induc&o 48 h / recolhimento 72 h
Inducdo 48 h / recolhimento 96 h
Induc&o 48 h / recolhimento 120 h
Inducé@o 72 h / recolhimento 96 h
Inducdo 72 h / recolhimento 120 h
Induc&o 96 h / recolhimento 120 h -
" Controle positivo: Inducdo 24 h / recolhimento 72h = - @
Controle positivo: Indug@o 48 h / recolhimento 72h e —
Controle positivo: Indugéo 48 h / recolhimento 96 h = _—
Controle positivo: Indugéo 72 h / recolhimento 120 h ™ .-
Controle negativo: Inducdo 24 h / recolhimento 72 h
Controle positivo: Indug&o 48 h / recolhimento 72 h
Controle negativo: Inducdo 48 h / recolhimento 96 h

Controle negativo: Inducdo 72 h / recolhimento 120 h

Figura 31 — Anadlise da expresséao de rE1-CHIKV e rE2-CHIKV em diferentes tempos de inducéo e de
recolhimento apds a transfeccdo. A analise foi feita por western blot utilizando anticorpos anti-V5 como
anticorpo primario e anti-lgG de camundongo conjugado com fosfatase alcalina como anticorpo
secundario.

Concentragdode CuSO,
500 uMm 700pM 900 pM
rE1-CHIKV - lisado celular —— —
rE1-CHIKV — sobrenadante
rE2-CHIKV - lisado celular
rE2-CHIKV — sobrenadante

-

Controle positivo — lisado celular =% m—— v
Controle positivo — sobrenadante s - o

Controle negativo — lisado celular

Controle negativo — sobrenadante

Figura 32 — Analise da expressao de rE1-CHIKV e rE2-CHIKV apés indugdo da expressao proteica
com diferentes concentracdes de CuSO4. A analise foi feita por western blot utilizando anticorpos anti-
V5 como anticorpo primario e anti-lgG de camundongo conjugado com fosfatase alcalina como
anticorpo secundario.

Apos a otimizacado da expressao das proteinas de interesse, foi realizada a
cotransfec¢cdo de células S2 com os plasmideos pE1-CHIKV ou pE2-CHIKV e o
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plasmideo pCoBlast para a geracao de linhagens celulares estaveis. Uma vez obtidas
as linhagens celulares estaveis, denominadas S2/E1-CHIKV e S2/E2-CHIKV, foram
iniciados os ensaios para purificacdo das proteinas recombinantes. Essas proteinas
sao expressas fusionadas a uma cauda de poli-histidina, o que possibilitou sua
purificagdo por cromatografia de afinidade por ions?* metalicos imobilizados, utilizando
resina com ions niquel.

Pela Figura 33, pode-se perceber que ambas as proteinas foram purificadas
tanto na fragao insoluvel (presentes no lisado celular), quanto na fracdo soluvel (no
sobrenadante), com uma pequena perda de proteina na fragdo nao-ligada a resina,
nas lavagens e, em alguns casos, na resina, apos as quatro elui¢ées. Porém, em todos
0S casos, apesar das proteinas de interesse estarem sendo eluidas, outras proteinas
estavam sendo copurificadas. Além disso, antes da purificagdo, havia uma alta
concentracdo de proteinas com massa molecular préxima a 50 kDa, que é proxima a
massa das proteinas de interesse (~49 kDa para rE1-CHIKV e ~45 kDa para rE2-
CHIKV), em especial no meio de cultivo, e que provavelmente correspondia a
albumina presente no soro bovino fetal adicionado ao meio de cultura dessas células.
A fim de otimizar o processo de purificacao, as células S2/E1-CHIKV e S2/E2-CHIKV
foram adaptadas ao meio SF-900II (Invitrogen), um meio que ndo necessita adigdo de

soro bovino fetal.
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rE1-CHIKV AP PM NL L1 L2 E1 E2Z E3E4 R APNL 11 12 E1 E2 E3 E4 R
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Figura 33 — Analise da purificagdo de rE1-CHIKV e rE2-CHIKV a partir do lisado celular e do meio de
cultivo (sobrenadante). A analise foi feita por SDS-PAGE sob condi¢cdes desnaturantes em gel de
poliacrilamida a 13% corado com solugéo de azul de Coomassie (figuras a esquerda) e western blot
utilizando anticorpos anti-V5, seguido de anti-IgG de camundongo conjugado com fosfatase alcalina
(figuras a direita). PM: padrao de massa molecular (BenchMark™ Protein Ladder, Invitrogen); AP: antes
de purificar; NL: fragdo nao ligada a resina; L1 e L2: lavagens 1 e 2; E1-E4: eluigbes 1 a 4; R: resina;
CP: controle positivo (GFP). As setas vermelhas indicam as proteinas de interesse.

Uma vez adaptadas ao meio SF-900Il, as células foram induzidas a expressar
as respectivas proteinas recombinantes e novos testes de purificagao proteica foram
realizados. Os resultados das purificagdes estao apresentados na Figura 34. Por esta
figura, novamente pode-se observar que ambas as proteinas podem ser obtidas a
partir das fragdes insoluveis, mas também estdo sendo secretadas no meio de cultivo.
Os melhores resultados foram obtidos para a proteina rE2-CHIKV, a qual foi obtida

purificada a partir do meio de cultivo. Embora a banda correspondente a proteina de
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interesse tenha menor intensidade quando utilizado meio SF-900I1, a purificagdo mais
eficiente da proteina compensa o uso deste meio de cultivo. Com essas purificagdes,
foram obtidas concentragdes de proteina purificada de aproximadamente 12,5 ug/mL.
A proteina rE1-CHIKV, por outro lado, foi obtida em menor quantidade (ndo sendo
visualizada por SDS-PAGE corado com azul de Coomassie — Figura 34), embora

ainda fossem visiveis outras proteinas.

rE1-CHIKV AP NLPM L1 L2 E1E2 E3 E4 R
Lisado celular

AP NL 11 L2 E1 E2 E3 E4 R

60 kDa
50 kDa
40 kDa

60 kDa
50 kDa—
40 kDa—

rE1-CHIKV AP NL L1 L2 PME1 E2 E3 E4 R AP NL L1 L2 E1E2 E3 E4 R
Sobrenadante

60 kDa__
50 kDa—

40 kDa—

rE2-CHIKV AP NL PM L1 12 E1 E2 E3 E4 R ARUNL 13 L2 Bt EZ B3 B4 R
Lisado celular [r- H N
60 kDa 80 kDa—
50 kDa=— - -
iﬁ:gz i I e
rE2-CHIKV AP NL L1 L2 PME1 E2 E3 E4 R AP NL L1 L2 E1 E2 E3 E4 R
Sobrenadante ™
60 kDa— ' |
50 kDa— = ......- =
40 kDa—

Figura 34 — Analise da purificagdo de rE1-CHIKV e rE2-CHIKV a partir do lisado celular e do meio de
cultivo de células cultivadas em meio SF-900Il. A analise foi feita por SDS-PAGE sob condicdes
desnaturantes em gel de poliacrilamida a 13% corado com solu¢do de azul de Coomassie (figuras a
esquerda) e western blot utilizando anticorpos anti-V5, seguido de anti-lgG de camundongo conjugado
com fosfatase alcalina (figuras a direita). PM: padrdo de massa molecular (BenchMark™ Protein
Ladder, Invitrogen); AP: antes de purificar; NL: fragdo n&o ligada a resina; L1 e L2: lavagens 1 e 2; E1-
E4: eluicdes 1 a 4; R: resina. As setas vermelhas indicam as proteinas de interesse.
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Além de serem obtidos melhores resultados na purificagdo da rE2-CHIKV, a
proteina E2 é a responsavel pela ligagao do virus a receptores na célula hospedeira
e pela indugcdo de anticorpos neutralizantes. Por isso, optou-se por continuar o
trabalho com esta proteina.

A proteina rE2-CHIKYV foi ent&o utilizada para a imunizagao de camundongos

(descrita no item 4.1.2).

4.1.2 Producao e Caracterizagao de Anticorpos Monoclonais contra o CHIKV

Para a obtengcdo de AcM contra a proteina rE2-CHIKV, camundongos Mus
musculus da linhagem isogénica Balb/c foram imunizados com essa proteina.
Aliquotas de soro foram coletadas antes da imunizacao e sete dias apds a terceira
dose. A presenca de anticorpos anti-rE2-CHIKV foi verificada por ELISA, utilizando o
protocolo descrito no item 3.5.3.5, exceto pelos soros terem sido diluidos em PBS-T
contendo 1% de BSA. Os soros foram testados nas dilui¢des 1/200 a 1/512.000, sendo
que todos os camundongos apresentaram titulos de anticorpos anti-rE2-CHIKV
maiores ou iguais a 256.000. Os trés camundongos, portanto, foram utilizados para a
obtencao de AcM contra essa proteina.

Apods a fusdo, selecdo dos hibridomas produtores de anticorpos de interesse
e clonagem por diluicdo limitante, foram obtidos trés hibridomas secretores de AcM
contra a proteina rE2-CHIKV. Esses AcM, denominados 1G1, 3A12 e 12A6, foram
caracterizados quanto a seu isotipo, sendo todos eles do isotipo IgG1, com cadeia
leve kappa.

Uma vez que a triagem dos AcM foi realizada por ELISA, ndo é possivel
verificar se os anticorpos sao especificos para a proteina recombinante ou se reagem
com algum componente da célula na qual a proteina foi produzida. Por isso, a
especificidade dos AcM para a rE2-CHIKV foi analisada por IFI em células S2
transfectadas induzidas a expressar a proteina recombinante e em células S2 nao
transfectadas (MOCK) e por western blot. A Figura 35 ilustra o padréao de reatividade
dos AcM com a proteina recombinante por IFI. Nenhum AcM reagiu com a célula ndo
transfectada (dados n&o mostrados). A Figura 36 mostra a reatividade dos AcM com
a proteina rE2-CHIKV pela técnica de western blot, sendo verificadas duas bandas
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correspondentes a proteina recombinante. A banda de menor massa molecular
provavelmente consiste na rE2-CHIKV sem a porgcdo C-terminal (na qual estdo o
epitopo V5 e a cauda de poli-histidina), uma vez que esta banda n&o € detectada com
anticorpo anti-V5. Por fim, os AcM foram testados contra o alfavirus VEEV e contra

diferentes flavivirus (DENV 1-4, SLEV e WNV), ndo apresentando reatividade cruzada

para nenhum deles (Figura 37).

o

Figura 35 - Reatividade dos anticorpos monoclonais com a proteina rE2-CHIKV por
imunofluorescéncia indireta em células S2/E2-CHIKV. A reacao foi feita com os AcM, seguida por
anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado com Alexa Fluor 488. A: AcM anti-E2 (todos os AcM
apresentaram o mesmo padrdo de reatividade); B: AcM n&o-relacionado (anti-hantavirus, clone
572/7A). Barras de escala: 70 um.

PM 1 2 3 4 5

60 kDa—
50 kDa—| &=

40 kDa—

Figura 36 — Reatividade dos AcM com a proteina rE2-CHIKV por western blot. A proteina rE2-CHIKV
foi submetida a SDS-PAGE em gel de poliacrilamida a 13% e transferida para membrana de
nitrocelulose. A reatividade dos AcM com a rE2-CHIKV foi detectada com anticorpo anti-IgG de
camundongo conjugado com fosfatase alcalina. Anticorpo anti-V5 foi utilizado como controle positivo
(2). O perfil proteico da rE2-CHIKV pode ser visualizado no gel corado com solugédo de azul de
Coomassie (1). PM: padrao de massa molecular (BenchMark™ Protein Ladder, Invitrogen). 3: 1G1; 4:
3A12; 5: 12A6.
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Figura 37 — Reatividade dos anticorpos monoclonais 1G1, 3A12 e 12A6 com VEEV, WNV, SLEV e
DENV 1-4. IFI em células Vero E6 (A) infectadas com WNV, HuH7.5 (B) com VEEV ou SLEV e C6/36
(C) com DENV sorotipos 1 a 4 ou nao infectadas (MOCK). As células foram fixadas com
metanol:acetona e marcadas com os diferentes AcM, seguidos de anticorpo anti-lgG de camundongo
conjugado com Alexa Fluor 488. O AcM 4G2 foi utilizado como controle positivo paraa as infecgbes
com flavivirus. Barras de escala: 50 ym.

4.1.3 Padronizacao de Ensaio Imunoenzimatico para Deteccao de IgM Anti-
CHIKV

Para o desenvolvimento de um ensaio para detecg¢ao de IgM anti-CHIKV, foi
realizado um ELISA do tipo indireto utilizando-se a rE2-CHIKV como antigeno. Outros
formatos de ELISA (como de captura da IgM e de captura de antigeno) foram testados
durante o processo de padronizacdo (dados n&o mostrados), nos quais foram
utilizados os AcM produzidos neste trabalho, mas o que apresentou melhores
resultados até o momento foi o ELISA indireto.

A padronizacao foi realizada em paralelo com as proteinas rE2-CHIKV e
CHIK.sE2-SNAP. Primeiramente, foi verificado que a CHIK.sE2-SNAP também é
reconhecida pelos AcM anti-rE2-CHIKV (Figura 38).
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Figura 38 — Reatividade da proteina CHIK.sE2-SNAP pelos AcM anti-rE2-CHIKV por western blot. A
proteina rE2-CHIKV e o MOCK foram utilizados como controle. As proteinas foram submetidas a SDS-
PAGE em gel de poliacrilamida a 13% e transferidas para membrana de nitrocelulose. A reagéo foi
detectada com anticorpo anti-IlgG de camundongo conjugado com fosfatase alcalina. PM: padrao de
massa molecular (Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder, Thermo Scientific). 1: CHIK.sE2-
SNAP; 2: rE2-CHIKV; 3: MOCK.
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Para a determinacéao do valor de corte do teste, foi utilizado um painel de soros
sabidamente negativos provenientes de area com a circulagdo do CHIKV (n=10)
gentilmente cedido pelo Instituto Pasteur da Guiana, sendo o valor de corte definido
como a média das absorbéancias dos soros negativos mais trés vezes o desvio padrao.
Na Figura 39 estdo apresentadas as absorbancias obtidas com os soros negativos, a
sua média e desvio padrao utilizando-se a rE2-CHIKV (média = 0,026 e desvio padrao
=0,042) e a CHIK.sE2-SNAP (média = 0,132 e desvio padrao = 0,071) como antigeno.
Como valor de corte, portanto, foi considerado o valor de absorbancia de 0,152 no
ELISA com a rE2-CHIKV e 0,345 com a CHIK.sE2-SNAP.
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Figura 39 — Resultado dos soros negativos para CHIKV no ELISA indireto utilizando a rE2-CHIKV (A)
e a CHIK.sE2-SNAP (B) como antigeno. Estao apresentados os valores de absorbancia, com a média
€ o0 desvio padrao.

Uma vez estabelecido o valor de corte, os demais soros do painel cedido pelo
Instituto Pasteur da Guiana foram testados pelo ELISA indireto utilizando as duas
proteinas recombinantes (Figura 40). Por esse teste, foram obtidas seis amostras
falso-negativas entre as 20 amostras com IgM anti-CHIKV ao utilizar a rE2-CHIKV e
cinco amostras ao utilizar a CHIK.sE2-SNAP. Essa diferenca provavelmente se deve
a maior absorbancia obtida com a CHIK.sE2-SNAP, uma vez que outras amostras
estao proximas ao valor de corte. Isso indica que o desempenho do ELISA com a rE2-
CHIKYV foi bastante parecido ao desempenho com a CHIK.sE2-SNAP.

Devido aos resultados falso-negativos, estes soros também foram testados
em um ensaio do tipo MAC-ELISA utilizando como antigeno CHIKV produzido em
cérebro de camundongos neonatos, fornecido pelo Instituto Evandro Chagas ao

LACEN/PR. Este ensaio confirmou a positividade das vinte amostras.
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Figura 40 — Resultado do ELISA indireto utilizando a rE2-CHIKV (A) e a CHIK.sE2-SNAP (B) como
antigeno. Foram analisados os soros do painel cedido pelo Instituto Pasteur da Guiana. As linhas
pontilhadas indicam o valor de corte dos testes.

Os valores de sensibilidade e especificidade do teste com a rE2-CHIKV foram
calculados utilizando-se o painel de amostras de soros humanos de individuos com
infeccdo aguda por CHIKV, de soros sabidamente negativos, de soros de individuos
saudaveis que moram em regido ndo endémica e de individuos com outras infecgdes
agudas. Considerando-se esse painel de amostras, o teste apresentou sensibilidade
de 70% e especificidade de 97%. As absorbancias estdo apresentadas nas Figuras
40 e 41. Além das seis amostras falso-negativas ja descritas, foram obtidas trés falso-
positivas entre as 109 amostras negativas testadas, uma entre os soros de individuos
saudaveis de regido ndao endémica, uma de individuo com toxoplasmose e uma de

individuo com infecgéo por EBV.
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Figura 41 — Resultado do ELISA indireto utilizando a rE2-CHIKV como antigeno para os soros de
individuos saudaveis que moram em regides ndo endémicas (negativos) e com infecgbes agudas nao
causadas por CHIKV. A linha pontilhada indica o valor de corte do teste (0,152). O gréfico estd na
mesma escala da Figura 40.

4.2 PADRONIZACAO DE ENSAIO IMUNOENZIMATICO PARA DIAGNOSTICO
SOROLOGICO DO VIRUS DA DENGUE

4.21 Producao do Antigeno Viral

Para utilizagdo na padronizacdo de um ensaio do tipo ELISA para detecgao
de anticorpos da classe IgM anti-DENV, foram gerados estoques de DENV dos quatro
sorotipos (DENV-1 BR/01-MR, DENV-2 BR/01-01, DENV-3 290-02 e DENV-4 TVP
360). Com exceg¢ao do DENV-4, os outros virus utilizados sao isolados clinicos
brasileiros de virus da dengue. Um lote de cada virus purificado, com titulo da ordem
de 108 ffu/mL, foi inativado por radiagdo gama. A inativagéo foi confirmada por meio
de titulagao viral por imunodeteccgao de foco. A quantificagao proteica de cada amostra

foi determinada e esta especificada na Tabela 5.
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TABELA 5 — QUANTIDADE DE PROTEINA PRESENTE NAS AMOSTRAS DE VIRUS DA DENGUE
INATIVADAS POR RADIACAO GAMA.

Virus da dengue Quantidade de proteina (ug/mL)
DENV-1 BR/01-MR 287,8
DENV-2 BR/01-01 197,6
DENV-3 290-02 678,0
DENV-4 TVP 360 121,5

4.2.2 Caracterizagédo de Anticorpos Monoclonais Anti-DENV

Em um trabalho anterior, haviam sido gerados 147 hibridomas secretores de
anticorpos anti-DENV. Estes hibridomas foram obtidos a partir de trés protocolos de
fusdo: um utilizando esplendcitos de camundongos imunizados com DENV-1 BR/01-
MR, um com DENV-2 BR/01-01 e um com DENV-3 BR 290-02 (MAZZAROTTO,
2009). Esses hibridomas foram estabilizados por dois ciclos de congelamento e
descongelamento e clonados por diluigdo limitante, resultando em 22 hibridomas
estaveis e secretores de AcM. Trés dos hibridomas foram gerados a partir do protocolo
de imunizagao com DENV-1, trés do protocolo com DENV-2 e 16 do protocolo com
DENV-3. A isotipagem dos AcM demonstrou que dez dos hibridomas produzem AcM
do isotipo 1gG2b, sete do isotipo IgG2a e cinco, IgG1, todos com cadeia leve kappa
(Tabela 6).
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TABELA 6 — DESIGNAGAO DO ANTICORPO MONOCLONAL (ACM) E CARACTERIZACAO DE SEU
ISOTIPO, REATIVIDADE CONTRA OS QUATRO SOROTIPOS DE DENV E ESPECIFICIDADE
CONTRA A PROTEINA VIRAL

Nome do AcM Sorot_ipo d_e DI?NV Isotipo Reatividade contra Prot'efna
na imunizacao DENV 1 DENV 2 DENV 3 DENV 4 do virion

D1 463/G6/H2 DENV 1 IgG1k + - + + E
D1 695/12C/2H DENV 1 IgG1k + + + + E
D1 606/A12/B9 DENV 1 IgG1k + + + + prM
D2 646/9G DENV 2 lgG2ak - + - - N.D.
D2 658/9A DENV 2 lgG2ak - + - - N.D.
D2 332/2D DENV 2 lgG2ak - + - - E
D3 342/5G/G8 DENV 3 lgG2ak - - + - E
D3 388/4A/G6 DENV 3 lgG1k - - + - E
D3 444/4G/H3 DENV 3 lgG2bk - - + - E
D3 389/F4/H10 DENV 3 IgG1k - - + - E
D3 441/D1/H2 DENV 3 lgG2bk - - + - E
D3 290/4C/G9 DENV 3 lgG2ak - - + - E
D3 341/H9/F10 DENV 3 lgG2ak - - + - E
D3 344/H1 DENV 3 lgG2bk - - + - E*
D3 442/4E/G8 DENV 3 lgG2bk - - + - E
D3 242/F1/H2 DENV 3 lgG2ak - + + - E
D3 424/8G DENV 3 lgG2bk + + + + E
D3 863/G7/H7 DENV 3 lgG2bk + + + + prM
D3 457/H7/H2 DENV 3 lgG2bk + + + + prM
D3 443/H12/H6 DENV 3 lgG2bk + + + + prM
D3 868/G7/H10 DENV 3 lgG2bk + + + + prM
D3 63/F2/G7 DENV 3 lgG2bk + + + + E**

N.D. ndo determinado; - negativo; + positivo; E, proteina de envelope; prM, proteina pré-membrana;
*Nao reagiu no western blot, mas reconheceu a proteina recombinante DENV-3 E A1o1 expressa por
células S2 por IFI;

**Reagiu no western blot, mas ndo reconheceu a proteina DENV-3 E Aio1 por IFI em células S2
transfectadas.

4.2.2.1 Determinagdao da Especificidade dos Anticorpos Monoclonais para as
Proteinas de DENV

A analise dos AcM por western blot contra particulas de DENV purificadas
demonstrou que quatorze AcM reconhecem a proteina E e cinco reconhecem a
proteina prM (Figura 42 e Tabelas 6 e 7). Os AcM D2 646/9G, D2 658/9A e D3 344/H1
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nao apresentaram reatividade contra as proteinas estruturais de DENV, quando

analisados por western blot (Figura 42).
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Figura 42 — Western blot dos AcM contra o sorotipo de DENV homodlogo. DENV-1 BR/01-MR (A),
DENV-2 BR/01-01 (B) e DENV-3 290-02 (C) foram submetidos a SDS-PAGE em gel de poliacrilamida
a 13% e transferidos para membrana de nitrocelulose. As proteinas foram detectadas utilizando os
AcM, seguidos por anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado com fosfatase alcalina. O AcM 4G2,
especifico para a proteina E de flavivirus, e um AcM néo relacionado que reconhece a nucleoproteina

de hantavirus (clone 572/7A) foram utilizados como controle positivo e negativo, respectivamente.

Os AcM produzidos contra DENV-2 também foram testados por western blot

com um peptideo recombinante correspondente ao dominio Ill da proteina E de

DENV-2. O AcM D2 332/2D reagiu com esta proteina, sugerindo que se trata de um

AcM especifico para o dominio Ill da proteina de E de DENV-2; os outros dois AcM

nao reagiram (Figura 43).
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Figura 43 - Western blot dos AcM D2 332/2D, D2 658/9A e D2 646/9G contra o peptideo
correspondente ao dominio lll da proteina E de DENV-2 produzida em E. coli. O peptideo recombinante
(~12 kDa) foi submetido a SDS-PAGE em gel de poliacrilamida a 15%, transferido para membrana de
nitrocelulose e detectado com os AcM, seguidos por anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado com
fosfatase alcalina. Um soro policlonal de camundongo anti-DENV-2 foi utilizado como controle positivo.

Além disso, o AcM D3 344/H1 reconheceu a proteina E A101 de DENV-3
expressa em células S2 por IFI, sugerindo que este AcM seja especifico para um
epitopo conformacional da proteina E (Tabela 7). Por outro lado, o AcM D3 63/F2/G7
reconheceu a proteina E por western blot com particulas virais purificadas, mas nao
por IFI com a proteina E A101 de DENV-3, sugerindo que o AcM reconhega um epitopo
localizado na porgao C-terminal da proteina E ou, alternativamente, alguma
conformacgao do epitopo que esteja diferente nas distintas preparagdes do antigeno.
Os demais AcM testados na IFlI apresentaram o mesmo padréao de reatividade

verificado por western blot (Tabela 7).
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TABELA 7 - REATIVIDADE POR IMUNOFLUORESCENCIA _INDIRETA DOS ANTICORPOS
MONOCLONAIS PRODUZIDOS CONTRA DENV-3 COM A PROTEINA E A1o1 DE DENV-3 EXPRESSA
POR CELULAS S2

Reatividade com a proteina

AcM E de DENV-3 recombinante

D3 342/5G/G8
D3 388/4A/G6
D3 444/4G/H3
D3 389/F4/H10
D3 441/D1/H2
D3 290/4C/G9
D3 341/H9/F10
D3 344/H1
D3 442/4E/G8
D3 242/F1/H2
D3 424/8G
D3 863/G7/H7
D3 457/H7/H2
D3 443/H12/H6

D3 868/G7/H10 -
D3 63/F2/G7 -

+ + + + + + + 4+ o+ + o+

4.2.2.2 Determinagdo da Reatividade dos Anticorpos Monoclonais com os Quatro
Sorotipos de DENV e Outros Flavivirus e Alphavirus

Para investigar quais os melhores AcM para uso em teste diagndstico e em
estudos epidemiolégicos, os AcM foram analisados quanto a sua reatividade com os
quatro sorotipos de DENV e com outros flavivirus e alfavirus. Os AcM foram testados
por IFl contra isolados de DENV-1 (BR/90), -2 (ICC 266), -3 (290-02) e -4 (TVP 360).
Diferentes padrbes de reatividade foram identificados: grupo-especifico (DENV-1, -2,
-3 e -4), subcomplexo-especifico (DENV-1, -3 e -4 e DENV-2 e -3) e sorotipo-
especifico (DENV-2 ou -3). Oito AcM reconheceram os quatro sorotipos de DENV; um
AcM reconheceu os sorotipos 1, 3 e 4 e um reagiu com 0s sorotipos 2 e 3; trés AcM
foram especificos para o sorotipo 2 e nove para o sorotipo 3 (Tabela 6 e Figura 44).
Todos os AcM apresentaram o mesmo padrao de fluorescéncia na IFI em células

C6/36 infectadas com DENV, com uma forte marcacgao perinuclear (Figura 44).
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Figura 44 — Representagao dos principais grupos de reat|V|dade dos anticorpos monoclonais contra os
quatro sorotipos de DENV. IFl em células C6/36 infectadas com DENV-1 (BR/90), DENV-2 (ICC 266),
DENV-3 (290-02) ou DENV-4 (TVP 360) ou n&o infectadas (MOCK). As células foram fixadas com
metanol:acetona e marcadas com os diferentes AcM, seguidos de anticorpo anti-lgG de camundongo
conjugado com Alexa Fluor 488. O AcM 4G2 e um AcM nao relacionado anti-hantavirus (clone 572/7A)
foram utilizados como controle positivo e negativo, respectivamente. Barras de escala: 30 um.

Além disso, foi verificada a reatividade dos AcM contra YFV 17DD, SLEV
78V6507, WNV E/7229/06 e VEEV TC83. O AcM D3 424/8G reconheceu o YFV, SLEV
e WNV e néao reconheceu o alfavirus VEEV, sugerindo que € um anticorpo flavivirus-
especifico (Figura 45 e Tabela 8). Os AcM com reatividade contra a prM de DENV —
D3 443/H12/H6, D3 457/H7/H2, D3 863/G7/H7 e D3 868/G7/H10 —, reconheceram os
quatro sorotipos de DENV, o SLEV e o WNV, mas nao reagiram com YFV e VEEV

(Tabela 6 e 8). Os demais AcM apresentaram reatividade apenas com DENV.
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4G2 D3 424/8G D3 863/G7/H7 Anti-hantavirus
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Figura 45 — Reatividade cruzada dos antlcorpos monoclonais D3 424/8G e D3 863/G7/H7 com WNV,
YFV e SLEV. IFl em células Vero E6 (A) infectadas com WNV e HuH7.5 (B) com YFV ou SLEV ou nao
infectadas (MOCK). As células foram f|xadas com metanol:acetona e marcadas com os diferentes AcM,
seguidos de anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado com Alexa Fluor 488. O AcM 4G2 foi
utilizado como controle positivo e um AcM nao relacionado anti-hantavirus (572/7A), como controle
negativo. Barras de escala: 30 pm.
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TABELA 8 — REATIVIDADE CRUZADA DOS ANTICORPOS MONOCLONAIS ANTI-DENV CONTRA
YFV, SLEV, WNV E VEEV

Reatividade contra
YFV SLEV WNV VEEV
D1 463/G6/H2 - - - -
D1 695/12C/2H | - - - -
D1 606/A12/B9 | - - - -

D2 646/9G - - - -
D2 658/9A - - - -
D2 332/2D - - - -
D3 342/5G/G8 - - - -
D3 388/4A/G6 - - - -
D3 444/4G/H3 - - - -
D3 389/F4/H10 | - - - -
D3 441/D1/H2 - - - -
D3 290/4C/G9 - - - -
D3 341/H9/F10 | - - - -
D3 344/H1 - - - -
D3 442/4E/G8 - - - -
D3 242/F1/H2 - - - -
D3 424/8G + +
D3 863/G7/H7 - +
D3 457/H7/H2 - +
+
+

AcM

D3 443/H12/H6 | -
D3 868/G7/H10 | -

D3 63/F2/G7 - - - -
- negativo; + positivo.

4.2.3 Padronizacao de Ensaio Imunoenzimatico para Deteccao de IgM Anti-
DENV

Os AcM D3 424/8G (flavivirus-especifico), D1 606/A12/B9 (grupo-especifio,
anti-prM) e D1 695/12C/2H (grupo-especifico, anti-E) foram conjugados com
peroxidase e utilizados em um ensaio preliminar do tipo MAC-ELISA. Neste ensaio,
foram testados 22 soros positivos e 24 soros negativos, cujo diagnostico foi
determinado utilizando-se o teste comercial PanBio IgM capture assay. Com base nos

valores de absorbancia e na quantidade de falso-positivos (Figura 46), foi selecionado
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o D3 424/8G-HRP para uso na padronizacdo do ensaio para detecgao de IgM anti-
DENV.

D3 424/8G-HRP D1 606/A12/B9-HRP D1 695M2CI2H-HRP
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Figura 46 — Aplicacao de anticorpos monoclonais no desenvolvimento de MAC-ELISA. AcM D3 424/8G,
D1 606/A12/B9 e D1 695/12C/2H conjugados com peroxidase foram utilizados no MAC-ELISA para
detectar IgM anti-DENV em soros de pacientes infectados (n = 22) e ndo infectados (n = 24). A linha
horizontal corresponde a mediana.

Um ELISA de captura de IgM foi entdo padronizado utilizando-se uma mistura
de DENV dos quatro sorotipos inativados por radiagdo gama e o AcM D3 424/8G-
HRP. O valor de corte foi determinado utilizando-se um painel de soros de individuos
saudaveis (grupos 2, Tabela 1). A média das absorbancias desses soros negativos
mais trés vezes o desvio padrao correspondeu ao valor de 0,177 (valor de corte),
sendo consideradas indeterminadas as amostras com valor de absorbancia entre
0,137 € 0,217.

Por este ensaio, foram verificados sete soros falso-negativos e um
indeterminado entre as 76 amostras com infeccdo aguda por DENV e dois
indeterminados entre as 45 amostras de individuos saudaveis. Entre as amostras de
soros de individuos com outras infec¢gdes agudas, foram observadas trés reagdes
indeterminadas e trés falso-positivas entre os individuos com reagcdo aguda causada
por SLEV (n=19) e duas falso-positivas entre os individuos com infecgdo aguda por
CMV (n=10) (Figura 47). Considerando-se o painel de amostras utilizado (Tabela 1),
o teste apresentou sensibilidade de 91% e especificidade de 95%. Os soros

indeterminados nao foram considerados nestes calculos.
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Figura 47 — Resultado do MAC-ELISA para deteccdo de IgM anti-DENV. A linha tracejada indica o
valor de corte do teste (0,177) e as linhas pontilhadas os limites das amostras indeterminadas (0,137-
0,217).

4.3 PADRONIZAGCAO DE ENSAIO IMUNOENZIMATICO PARA DIAGNOSTICO
SOROLOGICO DO VIiRUS DA ENCEFALITE DE SAINT LOUIS

4.3.1 Producao de Particulas-Tipo-Virus do SLEV (SLE_VLP) em Células HEK
293T

Para a obtengao de proteinas do SLEV, optou-se por uma estratégia diferente
das adotadas para o CHIKV e para o DENV. Com base no trabalho descrito por Trainor
et al. (2007), VLPs (particulas-tipo-virus) de SLEV foram produzidas. O uso de VLPs
apresenta vantagens como mimetizar a superficie viral nativa e possibilitar que sejam
feitas mutagdes sitio dirigidas em epitopos envolvidos na reatividade cruzada entre os
flavivirus, reduzindo a reatividade cruzada em testes diagnodsticos (ROBERSON;
CRILL; CHANG, 2007; TRAINOR et al., 2007). Além disso, para o desenho do gene

sintético, foram utilizadas sequéncias génicas de SLEV circulante em Sao Paulo e na
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Argentina, pois refletem o perfil antigénico do virus que circula na regiao alvo desse
estudo.

O gene sintético contendo as sequéncias codificantes para as proteinas
estruturais prM e E (VLP) de SLEV clonado no plasmideo pUC57 foi utilizado para a
transformacao de bactérias E. coli TOP10 quimiocompetentes. Trés colbnias isoladas
foram selecionadas para amplificagdo em meio LB liquido e purificagdo do DNA
plasmidial. O vetor pcDNA™3.1/V5-His TOPO foi amplificado e purificado da mesma
forma.

Os plasmideos pUC57 contendo o gene de SLE_VLP e pcDNAS3.1/V5-His
TOPO+PCR obtidos a partir de uma dessas colénias foram digeridos com as enzimas
de restricdo BamHI e BstBI (Figura 48), e os fragmentos de DNA correspondentes ao
gene de SLE_VLP (2.115 pb) e ao vetor de expresséao (5.428 pb) foram purificados
(Figura 49). Na Figura 49 (coluna 1), pode-se verificar que, além do gene SLE_VLP,
ha uma banda contaminante correspondente ao pUC57. Apesar disso, esse material

foi utilizado para a reacao de ligagao do gene SLE_VLP ao vetor de expressao.

5000 pb—
3000 pb—

2000 pb—

1000 pb—

Figura 48 — Perfil eletroforético em gel de agarose a 0,8% corado com GelRed (Biotium) do vetor
pcDNA3.1/V5-His TOPO e do fragmento de DNA codificante para VLP de SLEV em pUC57 antes e
apos digestao com as enzimas de restrigdo BamHI e BstBl. M: marcador de tamanho molecular (1kb
Plus DNA Ladder, Invitrogen); 1: SLE_VLP em pUC57 nao digerido; 2:SLE_VLP em pUC57 digerido;
3: pcDNA3.1/V5-His TOPO+PCR nao digerido; 4: pcDNA3.1/VV5-His TOPO+PCR digerido.
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Figura 49 — Perfil eletroforético em gel de agarose a 0,8% corado com GelRed (Biotium) do fragmento
de DNA codificante para VLP de SLEV (1) e do vetor pcDNA3.1/V5-His TOPO (2) purificados apos
digestdo com as enzimas de restricdo BamHI e BstBIl. M: marcador de tamanho molecular (1kb Plus
DNA Ladder, Invitrogen).

O plasmideo pcDNA3.1/V5-His TOPO+SLE VLP foi utilizado para
transformar bactérias E. coli TOP10 quimiocompetentes e os clones bacterianos
recombinantes foram identificados por reacées de PCR de colbnia (Figura 50). O
tamanho esperado para o fragmento amplificado é de 2.286 pb. Para comparacao,
juntamente com os produtos da PCR de colénia, o gene SLE_VLP também foi aplicado
no gel de agarose. Os clones 5 e 8, que apresentaram resultado positivo, foram
estocados em glicerol e tiveram o DNA plasmidial purificado, com subsequente
digestdo com as enzimas de restricdo BamHI e BstBl, para confirmar a presenca do
inserto (Figura 51). Por esta figura, pode-se verificar que na coluna referente ao clone
5 foram liberados dois fragmentos que provavelmente correspondem ao pUC57
(~2.710 pb) e ao pcDNAS3.1/V5-His TOPO (5.428 pb) e na coluna referente ao clone
8, dois fragmentos que provavelmente correspondem ao gene SLE_VLP (2.115 pb) e
ao pcDNA3.1/V5-His TOPO. O plasmideo presente no clone 8 foi entdo sequenciado,
sendo confirmada a presenga do gene SLE _VLP e a correta fase de leitura desse
inserto de DNA.
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Figura 50 — Triagem dos potenciais clones contendo o plasmideo pcDNA3.1/\/5-His TOPO+SLE_VLP
por PCR de colbnia. Analise em gel de agarose a 0,8% corado com GelRed (Biotium). M: marcador de
tamanho molecular (1kb Plus DNA Ladder, Invitrogen); S: gene SLE_VLP; 1-10: col6nias de bactérias
transformadas com pcDNAS3.1/V5-His TOPO+SLE_VLP; CP: controle positivo (pcDNA3.1/V5-His
TOPO+PCR); CN: controle negativo (branco da reacao).

2000 ph— |-

Figura 51 — Perfil eletroforético em gel de agarose a 0,8% corado com brometo de etidio dos
plasmideos obtidos a partir dos clones 5 e 8 digeridos com as enzimas BamHI e BstBl para verificar a
presencga do plasmideo pcDNA3.1/V5-His TOPO+SLE_VLP. M: marcador de tamanho molecular (1 kb
Plus DNA Ladder, Invitrogen); C: clone 8 nao digerido, usado como controle.

Para a producdo de SLE_VLP, o pcDNA3.1/V5-His TOPO+SLE_VLP foi
utilizado para a transfeccao de diferentes linhagens celulares de mamiferos (HEK
293T, BHK-21, CHO, Pro-5 e Vero). A analise por IFI utilizando o AcM 4G2, que
reconhece a proteina E de flavivirus, demonstrou que as células mais estaveis apos
a transfecgao foram as 293T (Figura 52). As demais células pararam de expressar a
SLE_VLP ainda durante o periodo de selegcdo com o antibiético G418 (dados nao
mostrados). Curiosamente, as células 293T ndo morrem ao serem cultivadas com

G418, mas as células transfectadas foram selecionadas.
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Figura 52 — Expressdo de SLE_VLP por células HEK 293T transfectadas com o plasmideo
pcDNAS3.1/V5-His TOPO+SLE_VLP. Analise por imunofluorescéncia indireta utilizando o AcM 4G2
como anticorpo primario e anti-lgG de camundongo conjugado com Alexa Fluor 488 como anticorpo
secundario. A: células 293T transfectadas; B: células 293T nao transfectadas (MOCK). Barras de
escala: 60 um.

O sobrenadante de cultivo das células HEK 293T transfectadas, denominadas
293T+SLE_VLP, foi entdo precipitado com PEG 8000 e NaCl de forma a concentrar
as SLE_VLPs. Como MOCK da reacéao, esta mesma precipitacao foi realizada a partir
do sobrenadante de células 293T nao transfectadas. A analise das SLE_VLPs obtidas
foi feita por western blot (Figura 53). A reagdo com o0 4G2 evidenciou a presenga da

proteina E (Figura 53, item 3) na preparacédo de SLE_VLPs.

60 kDa —
50 kDa—
40 kDa—

Figura 53 — Anadlise da obtencdo de SLE_VLP apos concentragéo por precipitagdo com PEG 8000 e
NaCl. A analise foi feita por SDS-PAGE (1 e 2) e por western blot utilizando AcM 4G2 e anti-IgG de
camundongo conjugado com fosfatase alcalina (3 e 4). PM: padrdo de massa molecular (BenchMark™
Protein Ladder, Invitrogen); 1 e 3: SLE_VLP; 2 e 4: MOCK.
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4.3.2 Padronizagao de Ensaio Imunoenzimatico para Detecgcao de IgM Anti-
SLEV

Um ensaio do tipo ELISA de captura de IgM foi padronizado utilizando as
SLE_VLPs e o AcM D3 424/8G-HRP. O valor de corte foi determinado utilizando-se
um painel de soros de individuos saudaveis (grupo 2 — Tabela 2). A média das
absorbancias desses soros negativos mais trés vezes o desvio padrao correspondeu
ao valor de 0,218 e foi considerado o valor de corte. Foram considerados
indeterminados os resultados entre o valor de corte mais ou menos um desvio padrao,
0 que correspondeu aos valores de absorbancia entre 0,172 e 0,264.

Por este ensaio, foi verificada uma amostra falso-negativa entre as dezenove
amostras de soros de individuos com infecgdo aguda por SLEV e uma amostra
indeterminada entre as 43 amostras de soros de individuos saudaveis. Entre as
amostras de soro de individuos com outras infec¢des agudas, foi verificada reatividade
cruzada apenas com infecgdo aguda por DENV, com duas reagdes falso-positivas e
uma indeterminada (n=14) (Figura 54). Os valores de sensibilidade e especificidade
do teste, considerando-se o painel de amostras testado (Tabela 2) foram de 95% e
98%, respectivamente. Os soros indeterminados nao foram considerados nestes

calculos.
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Figura 54 — Resultado do MAC-ELISA para detecgao de IgM anti-SLEV. A linha tracejada indica o valor
de corte do teste (0,218) e as linhas pontilhadas os limites das amostras indeterminadas (0,172-0,264).
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4.4 PADRONIZACAO DE ENSAIO IMUNOENZIMATICO PARA DIAGNOSTICO
SOROLOGICO DO VIiRUS DO OESTE DO NILO

441 Producao de Particulas-Tipo-Virus do WNV (WN_VLP) em Células HEK
293T

Assim como para o SLEV, produziu-se VLP de WNV como antigeno para o
desenvolvimento de um teste para diagnostico soroldgico deste virus. O gene sintético
referente as proteinas estruturais prM e E (VLP) de WNV clonado no plasmideo
pUC57 foi utilizado para a transformacido de bactérias E. coli TOP10
quimiocompetentes. Trés colbnias isoladas foram selecionadas para amplificagdo em
meio LB liquido e purificagdo do DNA plasmidial. O vetor pcDNA™3.1/V5-His TOPO
foi amplificado e purificado da mesma forma.

Os plasmideos pUC57 contendo o gene de WN_VLP e pcDNA3.1/V5-His
TOPO+PCR obtidos a partir de uma dessas colénias foram digeridos com as enzimas
de restricdo BamHI e Xhol (Figura 55). Os fragmentos correspondentes ao gene de
WN_VLP (2.085 pb) e ao vetor de expressao (5.451 pb) foram purificados (Figura 56)
e ligados, para a geragao do plasmideo pcDNA3.1/V5-His TOPO+WN_VLP.

5000 pb__

3000 pb—
2000 pb—

1000 pb—

Figura 55 — Perfil eletroforético em gel de agarose a 0,8% corado com brometo de etidio do vetor
pcDNA3.1/V5-His TOPO e do fragmento de DNA codificante para VLP de WNV em pUC57 antes e
apos digestao com as enzimas de restricdo BamHI e Xhol. M: marcador de tamanho molecular (1kb
Plus DNA Ladder, Invitrogen); 1: WN_VLP em pUC57 nao digerido; 2:WN_VLP em pUC57 digerido; 3:
pcDNA3.1/V5-His TOPO+PCR nao digerido; 4: pcDNA3.1/V5-His TOPO+PCR digerido.
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Figura 56 — Perfil eletroforético em gel de agarose a 0,8% corado com brometo de etidio do fragmento
de DNA codificante para VLP de WNV (1) e do vetor pcDNA3.1/V5-His TOPO (2) purificados apos
digestao com as enzimas de restrigdo BamHI e Xhol. M: marcador de tamanho molecular (1kb Plus
DNA Ladder, Invitrogen).

O plasmideo pcDNA3.1/V5-His TOPO+WN_VLP foi utilizado para transformar
bactérias E. coli TOP10 quimiocompetentes e os clones bacterianos recombinantes
foram identificados pela técnica de palitagem (Figura 57). Os clones 2, 3, 4 e 6, que
aparentemente contém o plasmideo de interesse, foram estocados em glicerol e
tiveram o DNA plasmidial purificado. O plasmideo presente em um dos clones (clone
2) foi entdo sequenciado, sendo confirmada a presenga do gene WN_VLP e a correta

fase de leitura desse inserto de DNA.

Figura 57 — Triagem dos potenciais clones contendo o plasmideo pcDNA3.1/V5-His TOPO+WN_VLP
pela técnica de palitagem. Analise em gel de agarose a 0,8% corado com brometo de etidio. 1: controle
(pcDNA3.1/V5-His TOPO); 2-7: colbnias de bactérias transformadas com pcDNA3.1/V5-His
TOPO+WN_VLP.
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Para a producdo de WN_VLP, o pcDNA3.1/V5-His TOPO+WN_VLP foi
utilizado para a transfecgao de células HEK 293T. A analise por IFI utilizando o AcM
D3 424/8G, que reconhece a proteina E de flavivirus, demonstrou que as células HEK

293T transfectadas foram selecionadas (Figura 58).

B0 um 800 pm

Figura 58 — Expressdo de WN_VLP por células HEK 293T transfectadas com o plasmideo
pcDNA3.1/V5-His TOPO+WN_VLP. Anadlise por imunofluorescéncia indireta, utilizando o AcM D3
424/8G (A) ou AcM néao relacionado anti-hantavirus (B) como anticorpo primario e anti-IgG de
camundongo conjugado com Alexa Fluor 488 como anticorpo secundario. Barras de escala: 60 ym.

O sobrenadante de cultivo das células HEK 293T transfectadas, denominadas
293T+WN_VLP, foi entdo precipitado com PEG 8000 e NaCl de forma a concentrar
as WN_VLPs. Como MOCK da reacao, esta mesma precipitacao foi realizada a partir
do sobrenadante de células 293T nao transfectadas. A analise foi feita por ensaios de
western blot (Figura 59). A reagao com o AcM 4G2 evidenciou a presencga da proteina

E (Figura 59, coluna 3) na preparagao de WN_VLP.

70 kDa

50 kDa
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Figura 59 — Analise da obtengdo de WN_VLP ap6s concentragéo por precipitagdo com PEG 8000 e
NaCl. A analise foi feita por SDS-PAGE (1 e 2) e por western blot utilizando AcM 4G2 (3 e 4) e um AcM
nao relacionado (anti-hantavirus, clone 572/7A — 5 e 6) e anti-lgG de camundongo conjugado com
fosfatase alcalina. PM: padrdo de massa molecular (Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder,
Thermo Scientific); 1, 3 e 5: WN_VLP; 2, 4 e 6: MOCK.
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4.4.2 Padronizagao de Ensaio Imunoenzimatico para Detecgcao de IgM Anti-
WNV

Um ensaio do tipo ELISA de captura de IgM foi padronizado utilizando-se as
WN_VLPs e o AcM D3 424/8G-HRP. Uma vez que foi obtida apenas uma amostra de
soro de individuo com infecgdo aguda causada por WNV, nao foi possivel estabelecer
o valor de corte do ensaio. Inicialmente, para calcular o valor de corte, foi determinada
a média das absorbancias para os 45 soros de individuos saudaveis (-0,007) e o
desvio padrao (0,023). A média mais trés vezes o desvio padrdo correspondeu ao
valor de 0,061. Analisando-se os resultados obtidos para os demais soros negativos
(grupos 3 e 4 da Tabela 3), no entanto, verificou-se que esse valor de corte ndo é
suficiente para diferenciar as amostras positivas das negativas, sendo necessaria a
adicdo de um calibrador a esse ELISA. Os resultados obtidos com os soros de
individuos com infeccao aguda causada por WNV, de individuos saudaveis e de
individuos com outras infeccbes agudas estdo na Figura 60. Os valores de
sensibilidade e especificidade s6 poderdo ser calculados quando este ensaio for
testado com mais amostras de soro com IgM anti-WNV e for estabelecido o valor de
corte do teste.
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Figura 60 — Resultado do MAC-ELISA para deteccdo de IgM anti-WNV. Estdo apresentados os
resultados para os soros de individuos com infecgdo aguda por WNV, de individuos saudaveis de regiao
nao endémica para WNV e de individuos com infec¢des agudas causadas por outro flavivirus (DENV
e SLEV) e nao causadas por flavivirus.
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5 DISCUSSAO

Os virus Chikungunya, da dengue, da encefalite de Saint Louis e do oeste do
Nilo sdo virus de grande importancia para a saude publica no Brasil € no mundo. O
DENV é hoje o arbovirus re-emergente mais importante no Brasil, com mais de oito
milhdes de casos notificados desde sua reintrodu¢cdo na década de 80 (BRASIL,
2014e). O CHIKYV foi introduzido no pais ha poucos meses e mais de cinco mil casos
autoctones ja foram relatados. Ha grandes chances do virus se dispersar por todo o
pais, devido ao alto indice de infestagdo dos mosquitos vetores. Na América, o CHIKV
ja causou mais de um milhao de infecgoes desde outubro de 2013 (WHO, 2015). O
SLEV esta amplamente distribuido pelas Américas. No Brasil, embora tenha sido
isolado de casos esporadicos em humanos, estudos sorolégicos tém demonstrado
sua distribuicdo na regido amazobnica, sul e sudeste do pais (FIGUEIREDO, 2007,
IVERSSON, 1994; LOPES et al., 1979; LUBY; SULKIN; SANFORD, 1969; SVOBODA
et al., 2014). No caso do WNV, apesar da primeira infecgdo confirmada em humanos
no Brasil ter ocorrido no final de 2014, estudos sorologicos em cavalos e aves
demonstraram que o virus ja circulava no pais ha alguns anos (MELANDRI et al.,
2012; OMETTO et al., 2013; PAUVOLID-CORREA et al., 2011, 2014; SILVA et al.,
2013). Além disso, desde sua introdu¢ao no continente americano em 1999, o WNV
passou por uma grande expansao geografica e hoje tem causado a maior epidemia
de encefalite por arbovirus ja reportada nas Américas (WEAVER; REISEN, 2010).
Ambos, SLEV e WNV, tém o potencial de se tornarem importantes problemas de
saude publica no Brasil e deveriam fazer parte de programas de vigilancia para seres
humanos e animais domésticos. Estes programas deveriam ser capazes de detectar
0s primeiros casos dessas arboviroses emergentes e um diagnostico laboratorial
rapido € essencial para isso. Sem um sistema de vigilancia, esses patégenos podem
passar despercebidos até que causem surtos (FIGUEIREDO, 2007).

Além disso, ndo existem agentes antivirais especificos para tratamento, nem
vacinas licenciadas para uso humano. Os sintomas iniciais dessas arboviroses se
confundem entre si e com varias outras doengas infecciosas que cocirculam no Brasil,
dificultando o diagnéstico clinico (FIGUEIREDO, 2007; GOULD; SOLOMON, 2008).
Em funcao disso, o diagnostico diferencial € fundamental para que seja adotado o

manejo clinico adequado, pois a rapidez e eficiéncia das primeiras medidas
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contribuirdo para um melhor prognéstico do paciente. No entanto, ndo existem testes
diagnosticos de produgao nacional validados e disponiveis comercialmente, o que
ressalta a importancia de se investir no desenvolvimento de ferramentas que facilitem
o diagnodstico e que sejam uteis no monitoramento da circulagdo desses virus. O
presente trabalho visou o desenvolvimento de insumos que atendam a essa

necessidade.

5.1 VIRUS CHIKUNGUNYA

Inicialmente, foram produzidas as proteinas de envelope E1 e E2 de CHIKV
em células de D. melanogaster. Essas proteinas foram selecionadas por serem as
proteinas mais imunogénicas do virus. Durante uma infec¢do por alfavirus, anticorpos
neutralizantes sao direcionados principalmente para a E2 e em menor extenséo para
a E1 (HUNT et al., 2010; STRAUSS et al., 1991; VRATI et al., 1988). Uma vez que o
virus ainda nao circulava no Brasil no momento em que este trabalho foi iniciado,
optou-se por desenhar os genes a partir da sequéncia consenso entre as sequéncias
completas do genoma disponiveis no GenBank. Quanto ao sistema de expressao,
como essas proteinas sao glicosiladas, a expressao foi realizada em células de D.
melanogaster, pois possibilita a obteng¢ao de proteinas com glicosilagédo semelhante a
produzida por células de mamiferos, importante para a obtencao das proteinas mais
proximas a sua forma nativa (BROOKS, 2004).

Varios trabalhos tém descrito a expressao de proteinas de CHIKV em sistema
de baculovirus (CHO et al., 2008a, 2008b; KUMAR et al., 2014; KUO et al., 2011,
METZ et al., 2011). Esse sistema, no entanto, ndo possibilita um bioprocessamento
continuo, pois a proteina de interesse é obtida somente apds a lise da célula infectada.
A utilizacdo de células S2, por outro lado, permite a obtencdo de um sistema de
expressao continuo e, consequentemente, de niveis mais altos de expressao
(DESPRES; PAULOUS; CRUBLET, 2013).

Nesse trabalho, as proteinas E1 e E2 de CHIKV foram expressas e purificadas
com sucesso. A proteina rE1-CHIKV, no entanto, foi obtida em pequena quantidade,
sendo detectada apenas por western blot utilizando anticorpo anti-V5. Ja a rE2-CHIKV

foi obtida de forma relativamente pura e em maior quantidade. Uma vez que a proteina
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E2 é a responsavel pela ligagcao a receptores na célula hospedeira e € o principal alvo
de anticorpos neutralizantes (GRIFFIN, 2013), optou-se por continuar o trabalho com
esta proteina. Além disso, Cho et al. (2008) demonstraram que testes para diagndstico
sorologico de Chikungunya utilizando uma proteina E2 recombinante produzida em
sistema de baculovirus apresenta maior sensibilidade que testes utilizando a proteina
E1 produzida da mesma maneira.

Recentemente, foi verificado que a fusdo da proteina de interesse a proteina
SNAP, uma mutante da enzima de reparo de DNA Of-alquilguanina-DNA-
alquiltransferase (AGT), aumenta em pelo menos 50 vezes o rendimento proteico,
além de aumentar a estabilidade da proteina produzida por células S2. No caso da
proteina E2 de CHIKV, por exemplo, com esta estratégia, foram gerados lotes de
proteina com concentracdo de aproximadamente 600 a 1200 pg/mL (DESPRES;
PAULOUS; CRUBLET, 2013). Nesse trabalho, foram obtidos aproximadamente 12,5
Mg/mL, o que indica que essa é uma 6tima estratégia para trabalhos futuros.

Além das proteinas recombinantes, foram produzidos trés hibridomas
secretores de AcM contra a rE2-CHIKV. Esses AcM, denominados 1G1, 3A12 e 12A6,
foram caracterizados por ELISA, IFI e western blot contra a proteina rE2-CHIKV,
reconhecendo essa proteina em todos os ensaios realizados. Nenhum AcM reagiu
com a proteina rE1-CHIKV, nem com o MOCK (dados ndo mostrados).

Os AcM produzidos podem ter outras aplicacées além de serem utilizados em
teste imunoenzimatico para deteccao de anticorpos anti-CHIKV, que é o foco deste
trabalho. Podem ser utilizados em pesquisa e testes diagndsticos para a detecgao do
virus, por meio de ELISA de captura de antigeno, imunofluorescéncia, citometria de
fluxo, immunoblot, teste imunocromatografico e imunohistoquimica. Kumar, Sudeep e
Arankalle (2012) e Bréhin et al. (2008) demonstraram a aplicabilidade de AcM anti-E2
em alguns desses testes. Okabayashi et al. (2014) desenvolveram um teste
imunocromatografico para a deteccdo de CHIKV utilizando AcM anti-E1, obtendo
valores de sensibilidade e especificidade proximos a 90% quando comparados com
RT-PCR. Um ensaio semelhante poderia ser desenvolvido utilizando os AcM anti-rE2-
CHIKV produzidos neste trabalho.

Para a utilizacdo nesses ensaios, € importante que os AcM sejam especificos
para o CHIKV. Foi demonstrado que os AcM 1G1, 3A12 e 12A6 nao apresentam
reatividade cruzada com o alfavirus VEEV, nem com os flavivirus DENV sorotipos 1 a
4, SLEV e WNV. Além disso, foi demonstrado por ELISA indireto que a rE2-CHIKV,
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proteina contra a qual os AcM foram produzidos, € reconhecida por anticorpos anti-
CHIKV presentes no soro de pacientes infectados, o que sugere que a rE2-CHIKV tem
uma conformacdo préoxima a E2 nativa. Juntos, esses resultados sugerem a
especificidade dos AcM para o CHIKV, mas isso s podera ser confirmado quando os
AcM forem testados contra o virus nativo.

Os AcM podem ser usados ainda em ensaios de imunoprecipitacdo de
proteinas virais, de agregados proteicos ou de particulas virais. Técnicas de
imunoprecipitagcao tém sido utilizadas na determinacao de interacdes entre diferentes
proteinas virais (ROMAN-SOSA; KIELIAN, 2011) e entre proteinas virais e do
hospedeiro (WINTACHAI et al., 2012). Assim, os AcM podem ser uteis em estudos
sobre o ciclo de replicagao e mecanismos da patogenicidade viral (MASRINOUL et
al., 2014).

AcM também tém sido utilizados para a identificacdo de determinantes
antigénicos virais, inclusive no mapeamento de epitopos envolvidos na reatividade
cruzada entre diferentes virus da mesma familia (BLACKBURN; BESSELAAR;
GIBSON, 1995; CHUA; CHAN; SAM, 2014; STRAUSS et al., 1991). Nos ultimos anos,
com a grande expansao do CHIKV pelo mundo, também tem sido estudada a
utilizagcado de AcM anti-CHIKV neutralizantes como ferramentas terapéuticas (GOH et
al., 2013; SELVARAJAH et al., 2013; WARTER et al., 2011).

Nesse trabalho, os AcM anti-rE2-CHIKV nao foram utilizados no ELISA para
deteccao de IgM anti-CHIKV, devido ao formato do ELISA padronizado. O AcM 12A6
foi conjugado com peroxidase e utilizado em um ELISA de captura de IgM, mas
apresentou extensa reatividade inespecifica (dados nao mostrados). Novas
conjugacdes deste e dos demais AcM serao realizadas, para a posterior padronizagao
de um MAC-ELISA. Talvez a alteragao do formato do ELISA melhore a sensibilidade
do teste, conforme sera discutido mais adiante.

Com a crescente emergéncia do CHIKV desde 2004, diversos sistemas de
ELISA tém sido desenvolvidos. Mas muitos deles se baseiam no uso da particula viral
ou das proteinas virais nativas. O teste que hoje é utilizado pelos laboratérios de
referéncia para diagndstico de CHIKV no Brasil utiliza o virus produzido em cérebro
de camundongos neonatos extraido pelo método de sacarose-acetona (BRASIL,
2014f). Além de todas as impurezas inerentes desse meétodo, essa técnica é
incoerente com o preceito ético segundo o qual cada vez mais tem se reduzido o uso

de animais de laboratorio quando existem alternativas. Entretanto, embora o CHIKV
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infecte de forma produtiva e em altos titulos diferentes linhagens celulares em cultura,
ha a recomendacao de que estas infecgbes sejam realizadas em laboratérios NB3
(BRASIL, 2010). Além disso, Khan et al. (2014) demonstraram que a proteina E2 ou
uma mistura de E2 e E1 recombinantes apresenta resultado comparavel ao virus
nativo produzido e purificado a partir de cultivo celular quando utilizadas em testes do
tipo ELISA indireto e MAC-ELISA para detecgao de IgM anti-CHIKV em soros de
pacientes. Valores de sensibilidade mais baixos foram obtidos utilizando-se apenas a
E1 recombinante.

Nos ultimos anos, varios trabalhos tém descrito a produgao das proteinas E1,
E2 e C de CHIKV em E. coli e em sistemas de expressao em células de inseto e sua
utilizacdo em testes para diagndstico de infecgdes por CHIKV (BHATNAGAR et al.,
2014; CHO et al., 2008a, 2008b; KUMAR et al., 2014; PRIYA et al., 2014; TRIPATHI;
PRIYA; SHRIVASTAVA, 2014; YATHI et al., 2011). No presente trabalho, a proteina
E2 produzida em células S2 de D. melanogaster foi utilizada em um ELISA indireto
para deteccdo de IgM anti-CHIKV em soro de pacientes. Os resultados com essa
proteina foram comparados com a proteina CHIK.sE2-SNAP, que tem sido utilizada
em ensaios do tipo MAC-ELISA no Instituto Pasteur de Paris.

No ELISA indireto utilizando a rE2-CHIKV foram obtidas seis amostras falso-
negativas, enquanto com a CHIK.sE2-SNAP foram obtidas cinco. Essa diferenca
provavelmente é devido a maior absorbancia obtida com a CHIK.sE2-SNAP, uma vez
que entre as seis amostras falso-negativas no ensaio com a rE2-CHIKV, cinco também
foram falso-negativas com a CHIK.sE2-SNAP e a amostra discordante esta bem
préxima ao valor de corte. Esses valores mais altos de absorbancia podem ser devido
a utilizacao de cerca de oito vezes mais proteina CHIK.sE2-SNAP no teste que rE2-
CHIKV. Quando foi aumentada a concentragao de rE2-CHIKV no ELISA, no entanto,
foram obtidos valores mais altos de absorbancia ndo apenas com a rE2-CHIKV, mas
também com o MOCK. A CHIK.sE2-SNAP foi purificada por cromatografia de
afinidade seguida por gel filtragdo, enquanto a rE2-CHIKV foi apenas purificada por
cromatografia de afinidade. E possivel que a composicdo do tamp&o da proteina
também possa ter levado a essa diferenga de absorbancia. Esta sendo testada uma
segunda purificagdo para a rE2-CHIKV, na tentativa de melhorar esses resultados.

Foi analisada a reatividade cruzada da rE2-CHIKV com amostras de soro de
pacientes com infec¢gao aguda por DENV e com outras infec¢gdes agudas (EBV, CMV,

VDRL-positivo e toxoplasmose). Nao foi verificada reagéo cruzada com as amostras
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de infecgao por DENV testadas. Isso € um 6timo resultado, uma vez que o DENV e o
CHIKV cocirculam no Brasil, ha grande semelhanga entre os sintomas causados por
esses virus, além de ambos o0s virus possuirem reatividade antigénica cruzada
(CAVRINI et al., 2009). Houve reacéo cruzada com uma amostra de toxoplasmose e
uma de infecgédo por EBV. No teste comercial Chikungunya IgM micro-capture ELISA
(IBL International, Hamburg, Germany) é especificado que pode haver reatividade
cruzada com anticorpos contra Toxoplasma, Borrelia e CMV e que a estimulagao
policlonal de linfécitos B em uma infecgao por EBV pode levar a detecgao inespecifica
de anticorpos da classe IgM. Ressalta-se que, nesta validagéao inicial, o valor de corte
foi calculado utilizando-se apenas dez soros sabidamente negativos, para que os
resultados pudessem ser comparados aos resultados utilizando a CHIK.sE2-SNAP.
Em uma etapa posterior, o valor de corte devera ser novamente calculado utilizando-
se um painel com mais amostras de individuos saudaveis.

Os testes comerciais disponiveis para deteccdo de IgM anti-CHIKV
apresentam variados valores de sensibilidade e especificidade. Prat et al. (2014)
avaliaram quatro testes para diagndéstico sorolégico de CHIKV: dois testes
imunocromatograficos e dois em formato de ELISA. Nas analises feitas por esses
autores, um dos testes imunocromatograficos apresentou sensibilidade de 30% e
especificidade de 73%, enquanto o outro apresentou especificidade de 93%, mas
sensibilidade de 20%. Ja os ensaios no formato ELISA apresentaram sensibilidade de
79% e 85% e especificidade de 88% e 82%, respectivamente. Ao se acessar a bula
de um dos testes imunocromatograficos e de um ELISA, os valores de sensibilidade
e especificidade explicitados sdo >90%, o que indica que esses valores sao altamente
dependentes do painel de soros utilizado na validagdo do teste e que ha uma
necessidade de se desenvolver testes diagnosticos melhor validados.

O ELISA padronizado neste trabalho apresentou sensibilidade de 70% e
especificidade de 97%. Em relagéo a especificidade, a proteina rE2-CHIKV mostrou-
se uma ferramenta promissora como insumo para diagndéstico. A baixa sensibilidade,
no entanto, indica que ha necessidade de uma melhor padronizagdo da técnica. E
possivel que a alteracdo do formato do ensaio para MAC-ELISA aumente essa
sensibilidade. Um problema no ELISA desenvolvido é que, apesar de ter sido tragada
uma linha corte com base nos resultados dos soros sabidamente negativos, a
diferenca entre as absorbancias das amostras positivas e as absorbancias das

amostras negativas e falso-negativas ndo €& muito nitida, com varias amostras
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positivas proximas a linha de corte. Esse tipo de resultado, no entanto, também foi
obtido por outros autores: Yathi et al. (2011), ao utilizar um fragmento de 11 kDa da
E1, e CHO et al. (2008a), ao utilizar as proteinas E1 e E2 recombinantes, ambos em
ELISA indireto para deteccdo de IgM; e Kumar et al. (2014), ao utilizar a proteina E1

recombinante em um ELISA de captura de IgG.

5.2 VIRUS DA DENGUE

Neste trabalho, foi descrita a obtengdo de 22 hibridomas secretores de AcM
contra isolados brasileiros de DENV. Quando testados por imunofluorescéncia indireta
em células C6/36 infectadas com DENV, apresentaram uma forte marcacao
perinuclear tendendo a se espalhar pelo citoplasma. Essa observacao € consistente
com a distribuicdo das proteinas de DENV-2 relatada por Cardiff et al. (1973), que
observaram uma intensa fluorescéncia perinuclear irradiando para o citoplasma em
um padréo granular de intensidade decrescente. Henchal et al. (1982) verificaram o
mesmo padrao de fluorescéncia com AcM apods infectar células LLC-MK2 com
diferentes flavivirus. Em geral, proteinas estruturais e ndo estruturais podem estar
localizadas na regiao perinuclear antes da liberagdo de virions, ocasionando essa
intensa marcacdo perinuclear, enquanto a fluorescéncia citoplasmatica esta
associada as proteinas estruturais (CARDIFF et al., 1973).

As analises por IFl e western blot demonstraram que a maioria dos AcM
produzidos nesse trabalho é especifica para as proteinas E ou prM de DENV. Isso é
esperado uma vez que os camundongos foram imunizados com as particulas virais e
o DENV néao replica bem em camundongos imunocompetentes, ou seja, nédo ha muita
geracao de proteinas nao estruturais (JOHNSON; ROEHRIG, 1999; SCHUL et al.,
2007). Normalmente, as proteinas estruturais dos flavivirus s&o os principais
antigenos estimuladores da resposta imune. Em humanos, as proteinas E e prM,
juntamente com a proteina ndo estrutural 1 (NS1), sdo os principais alvos de
anticorpos durante uma infec¢ao por DENV, principalmente em uma infecgao primaria
(REY etal., 1995; ROTHMAN, 2011). A proteina de envelope de DENV-2, reconhecida
pelos AcM D2 332/2D e o controle positivo 4G2, apareceu como duas bandas no
western blot. Isso provavelmente se deve a diferentes padrdées de glicosilacdo da
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proteina E (MONDOTTE et al., 2007). Os outros AcM produzidos contra DENV-2 (D2
646/9G e D2 658/9A) n&o reconheceram os antigenos virais por western blot, o que
sugere que eles sejam contra um epitopo conformacional de uma proteina estrutural
ou contra alguma proteina nao estrutural. D3 342/5G/G8, D3 290/4C/G9, D3
341/H9/F10, D3 424/G8 e o controle positivo 4G2 reconheceram bandas que
provavelmente correspondem a dimeros e trimeros da proteina E de DENV. A
variabilidade na intensidade das bandas observada no western blot pode ser devido a
diferencas na concentragdo dos AcM, uma vez que foram utilizados sobrenadantes
de cultivo dos hibridomas.

O AcM D3 63/F2/G7 reconheceu a proteina E de DENV-3 apenas no western
blot, ndo reconhecendo a E A1o1 de DENV-3 por IFl. Uma vez que a E A101 de DENV-
3 nao possui os 101 aminoacidos C-terminais, esse AcM pode ser contra um epitopo
localizado nessa regido. Além disso, existem trabalhos descrevendo AcM anti-
flavivirus que reconhecem epitopos cripticos, que séo epitopos inacessiveis a ligagao
de anticorpos na particula viral nativa, mas estao expostos quando a proteina nao esta
devidamente enovelada (AUSTIN et al., 2012; CHAN et al., 2012; STIASNY et al.,
2006). A desnaturacgéao das proteinas virais no western blot pode ter exposto o epitopo
de ligacao deste AcM. Stiasny et al. (2006) verificaram que anticorpos com reatividade
cruzada podem ser direcionados para um aglomerado de epitopos parcialmente
ocluidos com a montagem da proteina E na particula viral madura do virus da
encefalite transmitida por carrapato (tick-borne encephalitis virus — TBEV). Austin et
al. (2012) e Chan et al. (2012) descreveram, respectivamente, um AcM que se liga a
epitopos cripticos localizados ao loop CC’ do dominio Il (DIIl) da proteina E de dois
gendtipos diferentes de DENV-1 e um AcM humanizado anti-prM que também
reconhece um epitopo criptico na juncado dos dominios | e Il (DI/DIl) da proteina E de
DENV.

Alguns epitopos sdo comuns a varios flavivirus. Foi verificado, por exemplo,
que alguns AcM anti-proteina E de JEV apresentam reatividade cruzada para o virus
da encefalite de Murray Valley (MVE), WNV, SLEV, DENV-1 e DENV-2 (KIMURA-
KURODA; YASUI, 1986). Além dos quatro sorotipos de DENV, o AcM D3 424/8G
caracterizado neste trabalho, reconheceu WNV, SLEV e YFV, enquanto os AcM D3
863/G7/H7, D3 457/H7/H2, D3 443/H12/H6 e D3 868/G7/H10 também reconheceram
estes virus com excecédo do YFV. Neste trabalho, foram caracterizados AcM com

diferentes padrées de reatividade: flavivirus-especifico, grupo-especifico (DENV1-4),
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subcomplexo-especifico (DENV-1, -3 e -4 ou DENV-2 e -3) e sorotipo-especifico
(DENV-2 ou -3). Da mesma forma, Henchal et al. (1982) descreveram anticorpos com
esses distintos padrdes de reatividade do DENV.

O diagnostico sorologico de uma infeccao por flavivirus é dificil devido a
extensa reatividade antigénica cruzada entre esses virus (KIMURA-KURODA,; YASUI,
1986). AcM bem caracterizados sao ferramentas importantes para o desenvolvimento
de testes diagnosticos. Para avaliar a aplicabilidade dos AcM no desenvolvimento de
um ensaio imunoenzimatico para diagnostico de dengue, os AcM D3 424/8G
(flavivirus-especifico), D1 606/A12/B9 (grupo-especifio, anti-prM) e D1 695/12C/2H
(grupo-especifico, anti-E) foram conjugados com peroxidase e utilizados em ensaios
do tipo MAC-ELISA. Os trés anticorpos foram conjugados com sucesso e foram
capazes de diferenciar amostras positivas de negativas. Com base nos valores de
absorbancia obtidos e na quantidade de falso-positivos, optou-se por seguir os
trabalhos com o D3 424/8G. E importante ressaltar que, em um teste do tipo MAC-
ELISA, o que determina a especificidade do teste é o antigeno utilizado. Por isso, néo
ha problemas em se utilizar um AcM com reatividade cruzada para os flavivirus. Esse
AcM apresenta a vantagem de ser utilizado também na padronizagdo dos ensaios
para diagnostico de SLEV e WNV.

Os AcM grupo e sorotipo-especificos podem ser utilizados em ensaios para a
deteccgao do virus, inclusive possibilitando a identificagao do sorotipo viral. Anticorpos
tém sido utilizados em ELISA de captura de antigeno (KUNO; GUBLER; WEIL, 1985)
e podem ser utilizados para da detecgdo de DENV por imunohistoquimica (LIMONTA
et al., 2007), indicando outra possivel aplicagao dos AcM anti-DENV conjugados com
peroxidase. Os AcM também podem ser conjugados com outras moléculas, como
fluorocromos ou ouro coloidal e ser utilizados em outros formatos de teste para o
diagnostico de rotina de dengue.

Para a padronizagao do ensaio para detecg¢ao de IgM anti-DENV, foi utilizado
o0 D3 424/8G conjugado com peroxidase juntamente com DENV dos quatro sorotipos
(DENV-1 BR/01-MR, DENV-2 BR/01-01, DENV-3 290-02 e DENV-4 TVP 360)
produzidos em cultivo celular, purificados por colchdo de sacarose e inativados por
radiacdo gama. Trata-se de isolados brasileiros de virus da dengue, com excegao do
DENV-4, que é uma cepa laboratorial. No momento da padronizagéo desse teste, n&o

havia um isolado de DENV-4 disponivel no laboratério, por isso foi utilizada essa cepa.
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O MAC-ELISA padronizado apresentou valores de sensibilidade de 91% e de
especificidade de 95%. Assim como descrito anteriormente para o CHIKV, a
sensibilidade e a especificidade dos ensaios para detecgédo de IgM anti-DENV sé&o
fortemente influenciadas pela qualidade do antigeno utilizado e pode variar bastante
entre os testes comerciais disponiveis (PEELING et al., 2010). Os soros positivos
foram obtidos junto ao LACEN de Curitiba, em um momento em que o sorotipo de
DENV predominante no Parana era o sorotipo 4. Talvez a substituicdo do DENV-4
TVP360 por um isolado de DENV brasileiro possibilite a detec¢gdo dos soros falso-
negativos, aumentando a sensibilidade do teste. Colombo et al. (2013) demonstraram
que ha resultados falso-negativos em amostras com infecgdo por DENV-4 no Brasil
ao se utilizar o teste comercial da PanBio® para deteccdo de NS1. E possivel que esse
resultado esteja ocorrendo também no ensaio para deteccdo de IgM desenvolvido
durante este trabalho. Recentemente foi isolado um DENV-4 a partir do soro de um
paciente do estado do Parana no Laboratorio de Virologia Molecular do Instituto Carlos
Chagas, o qual podera ser utilizado nesse ELISA.

As amostras de infeccao por CMV com resultado falso-positivo nesse teste
também apresentaram alta absorbancia ao ser testada com SLE_VLP, WN_VLP e
MOCK. Ao se calcular a diferenca entre as absorbancias com as VLPs e com o MOCK,
no entanto, as amostras foram consideradas negativas nesses ensaios. Isso € um
indicativo de que essas reacgdes falso-positivas para DENV sao devido a uma ativagao
policlonal de linfocitos B causada pela infecgao por CMV. Talvez seja necessario um
tratamento adicional dos soros para bloqueio de fator reumatoide.

Trabalhos avaliando testes comerciais do tipo ELISA para deteccao de IgM
anti-DENV tém obtido valores de sensibilidade entre 61,5% e 100% e de
especificidade entre 79,9% e 97,8% (GROEN et al., 2000; HUNSPERGER et al., 2014;
WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO), 2009b). Com base nos valores de
sensibilidade e especificidade (91% e 95%, respectivamente) obtidos no presente
trabalho pode-se concluir que o teste desenvolvido € bastante promissor, embora
algumas alteragdes possam ser realizadas com o intuito de aumentar a sensibilidade.

Por fim, a intensidade da resposta imune do individuo varia se a infec¢ao por
DENV é primaria ou secundaria. Durante uma infecgao primaria, os titulos de IgM sao
mais altos e mais especificos que em uma infecgdo secundaria. Em uma infecg¢ao
secundaria, os titulos de IgM podem ser bastante baixos, dificultando sua detecgéo.

Ja os titulos de IgG sao maiores durante uma infecgdo secundaria. Ensaios baseados
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na detecgao de IgG anti-DENV podem ser usados para identificar infec¢des passadas
e atuais por DENV, desde que amostras pareadas sejam coletadas no intervalo de
tempo correto para que possa ser verificada a variagdo nos titulos de anticorpos
(PEELING et al.,, 2010). Os insumos desenvolvidos nesse trabalho podem ser
utilizados para a padronizagao de ensaios para a detecg¢ao de IgG. A disponibilidade
de ambos os testes (para detecc¢ao de IgM e IgG) amplia o poder de diagndstico de

uma infecgéo por DENV.

5.3 VIRUS DA ENCEFALITE DE SAINT LOUIS E ViIRUS DO OESTE DO NILO

Para o desenvolvimento de um ensaio para diagnostico de infecgao pelo
SLEV, foram produzidas particulas-tipo-virus da encefalite de Saint Louis (SLE_VLP)
em células de mamifero. O desenho do gene para expressao das SLE_ VLPs foi
baseado no trabalho descrito por Purdy, Noga e Chang (2004). Dessa forma, o gene
desenhado continha as sequéncias que codificam para as proteinas prM e E
(ectodominio) do SLEV juntamente com o peptideo sinal e o endodominio da proteina
E do virus da encefalite japonesa. Chang et al. (2003), ao produzir VLP de DENV-2,
verificaram que essas regides do JEV favorecem uma maior secregao de VLP sem
alterar a reatividade com AcM contra o virus, indicando que sao regides
antigenicamente inertes, mas que favorecem a secregéo do antigeno.

No caso do WNV, também foram produzidas VLPs, mas o gene sintético foi
desenhado utilizando apenas sequéncias deste virus. Takahashi et al. (2009)
avaliaram o efeito da alteracdo do numero de aminoacidos do peptideo sinal sobre a
producao e secrecdo de VLP de WNV. Eles verificaram que uma das melhores
condicdes realmente € a utilizagdo da sequéncia sinal nativa do virus, com o inicio no
sitio de clivagem da NS2B/3. Assim, o gene de WN_VLP contém os nucleotideos
correspondentes a sequéncia sinal da proteina prM e a sequéncia que codifica para
as proteinas prM e E de WNV, usando como referéncia o genoma da cepa NY99. Para
o desenho desse gene, inicialmente foi feito um alinhamento de todas as sequéncias
de prM e E disponiveis no GenBank, mas a sequéncia consenso foi muito parecida a
da cepa NY99.
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A utilizacao de VLP como antigeno deve-se, primeiramente, ao fato de que o
sistema utilizado para produgcdo das VLPs resulta na expressdo das proteinas
estruturais de superficie desses virus (prM e E) em suas conformagdes nativas, com
os mesmos tipos de dlicosilagdo e demais modificagbes pos-traducionais das
proteinas produzidas em mamiferos infectados por SLEV ou WNV. Assim, as VLPs
mimetizam a superficie viral nativa e ainda tém a vantagem de nao serem infecciosas.
O sistema de expresséo utilizado possibilita a obtengédo continua de VLPs, uma vez
que as particulas sédo secretadas constitutivamente no meio de cultivo das células, o
processo para concentracao das VLPs é simples e facil e elas podem ser liofilizadas
para armazenamento por longos periodos de tempo (HOLMES et al., 2005). Além
disso, por meio de mutagdes nas VLPs, pode-se reduzir a reatividade cruzada com
outros flavivirus (CRILL; TRAINOR; CHANG, 2007; ROBERSON; CRILL; CHANG,
2007; TRAINOR et al., 2007).

A efetividade do uso de VLP como insumos para o diagnostico de flavivirus ja
foi explorada por varios autores (DAVIS et al., 2001; HUNT; CROPP; CHANG, 2001;
PURDY; NOGA; CHANG, 2004; ROBERSON; CRILL; CHANG, 2007). Inclusive foi
demonstrado que o uso de VLP pode resultar em maior sensibilidade e especificidade
de testes para diagnodstico de flavivirus do que o uso de antigenos produzidos em
cérebro de camundongo, um dos métodos mais tradicionais de produgéo de antigeno
(HOLMES et al., 2005; PURDY; NOGA; CHANG, 2004). Segundo os autores, a maior
especificidade ao utilizar VLP pode ser devido a melhor qualidade e maior pureza das
VLPs comparadas com antigenos produzidos em cérebro de camundongos. Neste
ultimo método, o virus € inativado quimicamente e os componentes lipidicos dos
cérebros de camundongos sao removidos por extragdo com acetona. Nao ha nenhum
outro processo adicional de purificagdo. Além disso, a utilizacdo de antigenos
produzidos em cultivo celular ou em cérebro de camundongos tem a dificuldade
adicional de que o SLEV e o WNV devem ser cultivados em laboratérios NB3 (BRASIL,
2010).

O MAC-ELISA padronizado utilizando as SLE_VLPs apresentou sensibilidade
de 95% e especificidade de 98%, com as amostras analisadas. Por esse ensaio, foi
obtido apenas um resultado falso-negativo entre as amostras de soro com IgM anti-
SLEV (1/19), um indeterminado entre as amostras de soro de individuos saudaveis
(1/43) e um indeterminado e dois falso-positivos entre as amostras de pacientes com

infeccdo aguda por DENV (3/14). Nao houve reagéo cruzada com amostras de soro
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de individuos com outras doencas agudas (EBV, CMV, VDRL-positivo e
toxoplasmose).

Ja esta bem descrita a limitagcéo dos testes sorologicos baseados na detecgéo
de anticorpos anti-flavivirus devido a geragéao de anticorpos com reatividade cruzada
entre diferentes flavivirus (BECK et al., 2013; KIMURA-KURODA; YASUI, 1986;
OYER; BECKHAM; TYLER, 2014; REISEN, 2003). Conforme mencionado acima,
essa limitacdo também foi verificada nos testes descritos neste trabalho.
Desconsiderando a amostra indeterminada, 14% das amostras de soro de pacientes
com dengue apresentaram reacdo cruzada no MAC-ELISA para diagnéstico de
infeccéo por SLEV. Purdy, Noga e Chang (2004) verificaram reagao cruzada com 28%
das amostras de infeccao por WNV ao utilizar VLP de SLEV em um ensaio do tipo
MAC-ELISA.

Devido as frequentes reagbes cruzadas entre flavivirus, os resultados
positivos em testes sorolégicos devem ser interpretados com cuidado. O ideal é que
os resultados sejam confirmados por testes de neutralizagao, utilizando um painel dos
flavivirus sabidamente circulantes na regido de estudo. Nesse sentido, os ensaios do
tipo ELISA sdo 6timos como testes de triagem, uma vez que sao relativamente rapidos
e baratos. Além disso, anticorpos do tipo IgM s&o dificeis de se detectar por testes de
neutralizacdo ou de inibigdo de hemaglutinacdo. Mas o padrdo-ouro para um
diagndstico sorolégico ainda é a PRNT e é importante a sua utilizagdo como teste
confirmatdrio. A interpretacao de resultados de testes soroldgicos pode ser ainda mais
complicada quando envolve flavivirus do mesmo sorocomplexo, como SLEV e WNV,
na Ameérica, pois também existe neutralizagdo cruzada entre eles. Nesses casos, 0
resultado deve ser dado com base na comparagao dos titulos de anticorpos
neutralizantes com os flavivirus sabidamente circulantes na regido. A identificagdo da
infeccdo recente consiste em encontrar o virus associado com os titulos mais
elevados de anticorpos neutralizantes, os quais devem ser pelo menos quatro vezes
maiores que para os demais virus. Ainda assim, existe dificuldade de se interpretar os
resultados quando houver infecgao simultdnea por mais de um flavivirus. No Brasil,
tem-se ainda o problema de a dengue ser endémica e de grande parte da populagao
ter sido vacinada contra a febre amarela. Além disso, a exposigcao a varios flavivirus
(seja por infecgdo ou por vacinagao) pode gerar protecado cruzada total ou parcial a
outros flavivirus, levando a uma subestimacdo da incidéncia de infecgdes agudas

pelos flavivirus por todo o mundo (BECK et al., 2013).
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Para reduzir o problema de reatividade cruzada, antigenos de SLEV e WNV
contendo mutagdes na proteina de envelope tém sido produzidos e utilizados em
testes de diagnodstico. Essas mutagdes foram realizadas em epitopos envolvidos na
reatividade cruzada entre os flavivirus (CHABIERSKI et al., 2014; CRILL; TRAINOR;
CHANG, 2007; ROBERSON; CRILL; CHANG, 2007; TRAINOR et al.,, 2007).
Roberson, Crill e Chang (2007) compararam o uso de VLP de SLEV e de WNV nativas
e mutadas em MAC-ELISA para diagndstico dessas viroses. Eles verificaram que o
uso de VLP de SLEV mutada (mutagbes G106D-L107R-H246R) reduziu a reatividade
cruzada com soros de individuos com infecgdo aguda por WNV de 51% ao utilizar
VLP de SLEV nativa para 20%. Da mesma forma, houve uma redugao de 46% para
24% da reatividade cruzada de soros de individuos com infecgao por SLEV em um
MAC-ELISA para detecgao de IgM anti-WNV ao se utilizar VLP de WNV nativa e
mutada (mutagdes G106R/L107H), respectivamente.

Com base nos resultados obtidos por Trainor et al. (2007) e Roberson, Crill
Chang (2007), foram feitas mutagdes sitio dirigidas na SLE_VLP (G106D-L107R-
H246R). Ensaios preliminares com a VLP mutada demonstraram que essas particulas
nao s&o reconhecidas pelos AcM 4G2 e D3 424/8G, especificos para a proteina E de
flavivirus, por western blot (dados ndo mostrados). Novos ensaios serao realizados
para utilizagdo dessas VLPs no MAC-ELISA.

Por fim, foi padronizado um ensaio do tipo MAC-ELISA utilizando as
WN_VLPs como antigeno e o AcM D3 424/8G-HRP. Porém, nao foi possivel
estabelecer o valor de corte, nem os valores de sensibilidade e especificidade do
ensaio devido a dificuldade em se conseguir amostras de soro de individuos com
infeccdo aguda por WNV. Foi obtida uma unica amostra contendo IgM anti-WNV, que
apresentou um valor de absorbancia pelo menos duas vezes maior que qualquer outra
amostra testada. As amostras de soro de individuos saudaveis e com doengas agudas
nao causadas por flavivirus ficaram todas com valores de absorbancia préximos a
zero. Entre as amostras de soro de individuos com infecgdo aguda por SLEV (n=12)
e por DENV (n=19), trés amostras apresentaram valores de absorbancia mais altos,
um pouco abaixo de 1,0. Para saber se essas amostras sao falso-positivas ou nao, no
entanto, € necessario que o ensaio seja testado com mais amostras de soro com IgM
anti-WNV e que seja estabelecido o valor de corte do teste. Apesar da falta de soros
para a validagcao do teste, os resultados obtidos nesse ensaio foram promissores.

Além disso, caso seja verificada reatividade cruzada com outros flavivirus, também
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podem ser feitas mutagdes sitio dirigidas na WN_VLP (CRILL; TRAINOR; CHANG,
2007).

Em resumo, os ensaios do tipo MAC-ELISA padronizados neste trabalho para
diagnostico de infecgdo aguda por SLEV e por WNV foram considerados bastante
satisfatorios, embora haja a necessidade de se obter paineis de amostras de soro
caracterizados para o processo de validacao dos insumos. A expressao constitutiva
das VLPs no sobrenadante de cultura das células HEK-293T, assim como a facilidade
para sua concentracao, sao fatores importantes a serem considerados e que deverao
impactar no menor custo dos kits. Além de suas aplicabilidades como antigenos para
ensaios de diagndstico soroldgico de infecgdes por SLEV e WNV, as VLPs produzidas
durante este trabalho poderdo também ser utilizadas em pesquisas envolvendo a
identificacdo de substancias e compostos antivirais e em estudos sobre a
morfogénese viral. E importante salientar que a producdo de testes destinados ao
diagndstico de viroses emergentes e re-emergentes que circulam nas Américas a um
preco exequivel, permitira diminuir a morbidade e mortalidade relacionada a estas

doengas, assim como conferir maior independéncia tecnoldgica ao pais.
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6 SUMARIO DOS RESULTADOS

- Proteinas E1 e E2 de CHIKV, denominadas rE1-CHIKV e rE2-CHIKV,
respectivamente, foram produzidas em células S2 de D. melanogaster e purificadas
por cromatografia de afinidade;

- Virus da dengue dos sorotipos 1 a 4 (DENV-1 BR/01-MR, DENV-2 BR/01-01,
DENV-3 290-02 e DENV-4 TVP 360) foram produzidos em cultivo celular, purificados
por colchdo de sacarose e inativados por radiagdo gama;

- Particulas-tipo-virus (VLP) do SLEV e do WNV foram produzidas em células 293T
transfectadas;

- Foram gerados trés hibridomas produtores de anticorpos anti-rE2-CHIKV,
denominados 1G1, 3A12 e 12A6, os quais foram caracterizados como sendo do
isotipo IgG1, com cadeia leve kappa;

- Os AcM 1G1, 3A12 e 12A6 nao reconheceram o alfavirus VEEV, nem os flavivirus
DENV sorotipos 1 a 4, SLEV e WNV;

- Foram obtidos 22 hibridomas secretores de AcM anti-DENV, os quais foram
caracterizados como sendo dos isotipos IgG2b (dez AcM), IgG2a (sete AcM) ou IgG1
(cinco AcM), todos com cadeia leve kappa;

- A maioria dos AcM produzidos contra o DENV é especifico para a proteina E ou
para a prM;

- Oito AcM reconheceram os quatro sorotipos de DENV; um AcM reconheceu os
sorotipos 1, 3 e 4 e um reagiu com os sorotipos 2 e 3; trés AcM foram especificos para
o sorotipo 2 e nove para o sorotipo 3;

- Dos AcM que reconheceram os quatro sorotipos de DENV, o AcM D3 424/8G
também reconheceu SLEV, WNV e YFV, enquanto os AcM D3 443/H12/H6, D3
457/H7/H2, D3 863/G7/H7 e D3 868/G7/H10 reconheceram o SLEV e o WNV, mas
nao reagiram com YFV,

- Nenhum AcM produzido contra DENV reconheceu o alfavirus VEEV;,

- Os AcM D3 424/8G (flavivirus-especifico), D1 606/A12/B9 (grupo-especifio, anti-prM)
e D1 695/12C/2H (grupo-especifico, anti-E) foram conjugados com peroxidase e
utilizados em um ensaio preliminar do tipo MAC-ELISA, sendo que o D3 424/8G-HRP
apresentou melhores resultados e foi utilizado na padronizagdo de ensaios para

diagndstico soroldgico de infecgdo aguda por DENV, SLEV e WNV;
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- Esta em processo de validagdo um ensaio do tipo ELISA indireto utilizando a rE2-
CHIKV como antigeno para a deteccdo de IgM anti-CHIKV, o qual apresentou
sensibilidade de 70% e especificidade de 97%;

- Esta em processo de validagdo um ensaio do tipo ELISA de captura de IgM (MAC-
ELISA) para a detecgao de IgM anti-DENV, no qual foi utilizada uma mistura de DENV
dos quatro sorotipos produzidos em cultivo celular e o AcM D3 424/8G-HRP. O ensaio
apresentou sensibilidade de 91% e especificidade de 95%;

- Esta em processo de validacdo um ensaio do tipo MAC-ELISA para a detecgcao de
IgM anti-SLEV, utilizando as SLE_VLPs produzidas neste trabalho e o AcM D3
424/8G-HRP. O ensaio apresentou sensibilidade de 95% e especificidade de 98%;

- Esta sendo padronizado um ensaio do tipo MAC-ELISA para a deteccao de IgM
anti-WNV, no qual foram utilizados as WN_VLPs produzidas neste trabalho e o AcM
D3 424/8G-HRP. Nao foi possivel calcular os valores de sensibilidade e especificidade
devido a dificuldade em se obter amostras de soro de individuos com infec¢gdo aguda
por WNV.
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7 CONCLUSOES

O presente trabalho resultou na producao das proteinas E1 e E2 do virus
Chikungunya e de VLPs do virus da encefalite de Saint Louis e do virus do oeste do
Nilo em sistema eucariético, além de virus da dengue dos quatro sorotipos inativados
por radiagao gama. Além disso, foram obtidos trés anticorpos monoclonais contra a
proteina E2 recombinante de CHIKV e foram caracterizados 22 anticorpos
monoclonais contra o DENV, alguns deles reconhecendo também o SLEV e o WNV.
Os resultados obtidos até o momento mostraram grande aplicabilidade desses
insumos em testes diagnosticos. Os testes diagndsticos desenvolvidos apresentaram
resultados satisfatérios com o painel de amostras testado. Como parte do processo
de validagéo, um painel bem caracterizado com maior numero de amostras deve ser

utilizado.
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8 PERSPECTIVAS

- Purificar a proteina rE2-CHIKV por cromatografia de troca idnica ou por gel filtragéo
e verificar se os resultados relacionados a especificidade do ensaio imunoenzimatico
podem ser melhorados;

- Testar os AcM anti-rE2-CHIKV com o CHIKV nativo. Caso o resultado seja positivo,
esses AcM poderdo ser utilizados no desenvolvimento de testes diagndsticos
baseados na deteccdo de antigenos virais em diferentes formatos de ensaios;

- Conjugar os AcM anti-rE2-CHIKV com peroxidase e utiliza-los na padronizagao de
um ensaio do tipo MAC-ELISA para diagnostico de CHIKV visando aumentar a
especificidade das reagoes;

- Substituir o DENV-4 TVP 360 por um isolado brasileiro de DENV-4 no MAC-ELISA
para diagnostico de dengue;

- Testar um painel de amostras de soro de individuos com infecgao aguda por WNV
no MAC-ELISA como parte do processo de validagdo dos insumos produzidos e para
estabelecer o valor de corte do ensaio e entéo calcular a sensibilidade e especificidade
do teste;

- Produzir VLPs de SLEV e de WNV com mutagcdes em epitopos envolvidos na
reatividade cruzada entre flavivirus e utiliza-las em ensaios para diagnéstico
soroldgicos dos respectivos virus;

- Utilizar os insumos desenvolvidos neste trabalho para a padronizagao de ensaios
imunoenzimaticos para detecg¢ao de IgG contra os respectivos virus. A disponibilidade
de testes para deteccado de IgM e de IgG pode melhorar o diagnéstico dessas viroses

e ainda possibilita a realizagdo de estudos epidemiolégicos.
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Abstract

Dengue is the most prevalent human arboviral disease. The morbidity related to dengue infection supports the need for an
early, quick and effective diagnostic test. Brazil is a hotspot for dengue, but no serological diagnostic test has been
produced using Brazilian dengue virus isolates. This study aims to improve the development of immunodiagnostic methods
for dengue virus (DENV) detection through the production and characterization of 22 monoclonal antibodies (mAbs)
against Brazilian isolates of DENV-1, -2 and -3. The mAbs include IgG2bx, IgG2ak and IgG1x isotypes, and most were raised
against the envelope or the pre-membrane proteins of DENV. When the antibodies were tested against the four DENV
serotypes, different reactivity patterns were identified: group-specific, subcomplex specific (DENV-1, -3 and -4 and DENV-2
and -3) and dengue serotype-specific (DENV-2 or -3). Additionally, some mAbs cross-reacted with yellow fever virus (YFV),
West Nile virus (WNV) and Saint Louis encephalitis virus (SLEV). None of the mAbs recognized the alphavirus Venezuelan
equine encephalitis virus (VEEV). Furthermore, mAbs D3 424/8G, D1 606/A12/B9 and D1 695/12C/2H were used to develop a
capture enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for anti-dengue IgM detection in sera from patients with acute
dengue. To our knowledge, these are the first monoclonal antibodies raised against Brazilian DENV isolates, and they may
be of special interest in the development of diagnostic assays, as well as for basic research.
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Introduction

Dengue is one of the most prevalent arboviral diseases in
tropical and subtropical regions of the world. Over 40% of the
world’s population lives in areas at risk of transmission, and there
are an estimated 390 million dengue infections each year, of which
96 million manifest disease symptoms [1]. Additionally, it is
believed that ~500,000 cases result in severe disease and ~12,500
in death each year [2,3].

Dengue virus (DENV), the causative agent of dengue, is a
positive-sense single-stranded RINA virus that belongs to the genus
Flavivirus, family Flaviviridae. The virus is transmitted by Aedes
(Stegomyia) mosquitoes and is classified into four antigenically
distinct but closely related serotypes (DENV-1 to -4) [4]. All four
DENV  serotypes manifest in a wide spectrum of clinical
presentations, including severe (hemorrhagic fever, DHF; or shock
syndrome, DSS) and non-severe diseases (dengue fever, DF) [5].
DENV infection symptoms are not sufficiently specific to allow
clinical differentiation from other acute febrile illnesses, especially
in areas where multiple tropical diseases such as malaria, yellow
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fever, West Nile disease and Saint Louis encephalitis are endemic
[6]. There are several dengue vaccine candidates under develop-
ment, but none is licensed and available [7]. Additionally, there is
no specific treatment for dengue, and the most effective protective
measures are those that lower the risk of mosquito bites. Thus,
early diagnosis is crucial to reducing morbidity and mortality from
DHF and DSS.

Laboratory diagnosis of dengue is based on viral isolation in cell
culture, reverse-transcriptase/polymerase-chain reaction (RT-
PCR) and serological assays [8,9,10,11]. Several immunoassays
for DENV, such as enzyme immunoassays, immunochromato-
graphic and dot-blot assays, are commercially available
[10,12,13,14,15]. The IgM antibody capture enzyme-linked
immunosorbent assay (MAC-ELISA) is the assay of choice for
the serological diagnosis of primary dengue-virus infection [11].
Combined with IgG titers, this assay allows the diagnosis of
secondary dengue infection. Furthermore, both IgM and IgG
dengue ELISAs are useful tools for seroepidemiological dengue
surveillance and can be applied in studies of DENV pathogenesis
and host-pathogen relationships [16,17].
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Antibodies have been used in recent decades to diagnose several
viral diseases and in investigations of wviral structure
[18,19,20,21,22]; however, the heterogeneity of the polyclonal
antibodies used in tests can lead to problems in the interpretation,
reproducibility and standardization of the assays. To overcome
these limitations, several monoclonal antibodies (mAbs) able to
bind to specific antigens have been developed [20,23,24,25]. The
first serotype-specific mAbs against DENV were developed by
Dittmar et al. (1980) [26]. Monoclonal antibodies against DENV
have been successfully used for the identification of viral serotypes,
flavivirus differentiation and epidemiological studies, as well as for
dengue diagnosis and immunotherapy studies
[10,27,28,29,30,31,32,33,34,35].

This study reports the development and characterization of
twenty-two mAbs against Brazilian DENV isolates. From this
panel, three mAbs were tested in an IgM capture assay for the
detection of acute dengue patients in Brazil. The monoclonal
antibodies generated were group-specific, subcomplex-specific and
serotype-specific, representing essential tools for dengue- and
serotype-specific  diagnosis. Thus, these antibodies have the
potential to increase the specificity and sensitivity of dengue
diagnosis in Brazil and throughout South America.

Animals and Methods

Cell lines and viruses

The mouse myeloma cell line P3x63Ag8.653 (kindly supplied by
Dr. Carlos R. Zanetti, from Laboratério de Imunologia Aplicada,
at Universidade Federal de Santa Catarina, Florianopolis, Brazil,
ATCC CRL-1580) and hybridomas were maintained in RPMI-
1640 medium (Cultilab, Campinas, Brazil) supplemented with
20% fetal bovine serum (FBS—Gibco, Grand Island, USA),
23.8 mM sodium bicarbonate, 2.0 mM L-glutamine, 1.0 mM
sodium pyruvate, 9.6 mM HEPES and antibiotics (100 IU/ml
penicillin, 100 pg/ml streptomycin and 0.25 pg/ml amphotericin
B — Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) at 37°C in a 5% CO,
atmosphere. C6/36 Aedes albopictus cells (ATCC CRL-1660)
were cultured in Leibovitz’s L15 medium (Gibco) with 5% FBS,
25 ug/ml gentamicin (Gibco) and 0.27% tryptose at 28°C.
Human-derived hepatoma cells (Huh7.5) (ATCC PTA-8561)
and Vero E6 cells (Sigma, 85020206) were maintained in
Dulbecco’s Modified Eagle Medium/Nutrient Ham F12 (DMEM
F12 — Gibco) with 10% FBS, 14.0 mM sodium bicarbonate and
antibiotics (100 IU/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin) at
37°C in a 5% COy atmosphere.

The serotypes DENV-1 (BR/01-MR and BR/90), -2 (BR/01-
01 and ICC 266), -3 (290-02) and -4 (T'VP 360) were used in this
study. DENV-4 TVP 360 is a World Health Organization
reference strain, kindly supplied by Dr. Ricardo Galler from
Fundagio Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brazil. DENV-1 BR/
01-MR  (GenBank AF513110.1) and BR/90 (GenBank
AF226685.2); DENV-2 BR/01-01 (GenBank JX073928) and
ICC 266 (not sequenced); and DENV3 290-02 (GenBank
EF629369.1) are clinical isolates from dengue fever obtained in
Brazil between 1990 and 2004. All viruses were amplified and
titrated by the foci-forming assay in C6/36 cells [36]. The yellow
fever virus (YFV) 17DD vaccine strain (BioManguinhos, Fiocruz,
Brazil) was obtained after three passages and titration in Vero cells
[37]. The Saint Louis encephalitis virus (SLEV) 78V6507 strain,
isolated from Culex pipiens quinquefasciatus mosquitoes from
Santa Fé Province, Argentina [38]; West Nile virus (WNV) E/
7229/06, isolated from a dead horse from Buenos Aires Province,
Argentina [39]; and Venezuelan equine encephalitis virus (VEEV)
TC38 vaccine strain [40] were kindly supplied by Dr. Marta S.
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Contiginani from Instituto de Virologia Dr. J.M. Vanella,
Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Cordoba.

Animals and immunization protocol

Ethics statements for all animal procedures were approved by
the Ethical Committee on Animal Research of the Universidade
Federal do Parana under the protocol no. 23075.031314/2008-41.
Four young adult (30- to 45-day-old) BALB/c mice were used in
the immunization protocols for each DENV serotype. All animals
were maintained at the Animal Facility of the Instituto Carlos
Chagas — FIOCRUZ/PR with water and food ad libitum and a
light-dark cycle of 12 h/12 h.

Animals were bled by caudal puncture for extraction of pre-
immune serum and then immunized with five doses of 1x10°
ffucg, 36/ dose/animal of DENV-1 (BR-01/MR), -2 (BR/01-01) or
-3 (BR 290-02). Doses were administered via the intraperitoneal
(doses 1 and 3), intradermal (doses 2 and 4) or intravenous route
(dose 5), with 1-week intervals between doses. Complete Freund’s
adjuvant was used in dose 1 (Sigma-Aldrich), and Alu-Gel-S was
used in doses 2 to 4 (Serva, Heidelberg, Germany). No adjuvant
was used in the fifth dose.

Production of monoclonal antibodies

Three days after the final immunization, the mice were
anesthetized with ketamine/xylazine (100 and 10 mg/kg, respec-
tively) via the intraperitoneal route and bled by cardiac puncture
to obtain post-immune sera. After post-immune sera were
obtained, the animals were euthanized by cervical dislocation.
Their spleens were removed aseptically, and splenocytes were
fused with P3x63Ag8.653 cells using polyethylene glycol (MW
3000-3700; Sigma-Aldrich), as previously described [20]. Hybrid
cells were selected by growth in RPMI-1640 (as described above)
plus 100 uM hypoxanthine, 0.4 uM aminopterine and 16 uM
thymidine (HAT medium-Sigma-Aldrich) for 14 days. The
hybridoma supernatants were screened by indirect immunofluo-
rescence assay (IFA), as described below. Hybridomas whose
supernatants showed positive results on IFA were stabilized by two
successive freeze-thaw cycles. Cells that remained positive after
two cycles were subjected to two rounds of the limiting dilution
method and stored in liquid nitrogen. The immunoglobulin
isotypes of the mAbs were determined using the SBA Clonotyping
System/HRP (Southern Biotech, Birmingham, USA), following
the manufacturer’s instructions.

mAb screening

Hybridomas secreting antibodies against DENV were selected
by IFA on DENV-infected C6/36 cells and on control uninfected
C6/36 cells MOCK). C6/36 cells (1.0x10° cells/well in 96-well
plates) were infected with the corresponding DENV isolate at a
multiplicity of infection (MOI) of 1. Cells were fixed 72 h post-
infection with methanol:acetone (1:1 v/v) for at least 30 min at —
20°C. Hybridoma supernatants (100 uL) containing the first
antibodies were added and incubated for 30 min at 37°C. To
detect reactive antibodies, the infected cells were incubated for 1 h
at 37°C with Alexa Fluor 488-conjugated anti-mouse immuno-
globulins (Sigma—Aldrich). Cell nuclei were labeled with 300 nM
of 4’ ,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) for 5 minutes, followed
by 3 washes with 1x PBS. The flavivirus-specific mAb 4G2
(hybridoma D1-4G2-4-15, ATCC HB-112) and a non-correlated
mADb that recognizes hantavirus nucleoprotein (clone 572/7A) [20]
were used as positive and negative controls, respectively. The
immunofluorescence images were captured with a Leica AF6000
Modular System.
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Figure 1. Western blot analysis of mAbs raised against the homologous DENV serotype. Purified gamma-irradiated DENV-1 BR/01-MR (A),
DENV-2 BR/01-01 (B), and DENV-3 290-02 (C) were subjected to 13% SDS-PAGE and electroblotted onto nitrocellulose membranes. Proteins were
stained with the mAbs, followed by anti-mouse IgG conjugated to alkaline phosphatase. The flavivirus-specific mAb 4G2 and a non-correlated mAb
that binds to hantavirus nucleoprotein (clone 572/7A) were used as positive (+) and negative (—) controls, respectively.

doi:10.1371/journal.pone.0110620.g001

Specificity of anti-dengue virus mAbs

To investigate the specificity of mAbs to DENV proteins, mAbs
were used in western blot (WB) assays with the corresponding
DENV  serotypes. Dengue viruses were obtained from the
supernatant of C6/36 cells infected with a MOI of 0.01. Each
virus serotype was concentrated by polyethylene glycol precipita-
tion using PEG 8000 at a final concentration of 7%, and purified
by sedimentation through a 30%/60% sucrose (in TNE — 20 mM
Tris pH 8.0, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA) cushion. Further,
purified DENV were inactivated by gamma irradiation.

Viral proteins had previously been quantified with the Micro
BCA Protein Assay kit (Pierce, Rockford, USA). Three micro-
grams of purified gamma-irradiated DENV-1 BR/01-MR or
DENV-2 BR/01-01, or 12 pg of DENV-3 290-02, were mixed
with Laemmli sample buffer, boiled for 3 min and loaded into
13% SDS-PAGE gels [41]. Viral proteins were transferred to
nitrocellulose membranes (GE-Healthcare, Little Chalfont, UK).
Membranes were incubated first with 5% non-fat milk in TBS-T
(20 mM Tris, 137 mM NaCl, pH 7.6, containing 0.05% Tween
20) and then with hybridoma supernatants. Monoclonal antibodies
4G2 and anti-hantavirus 572/7A were used as positive and
negative controls, respectively. Anti-mouse IgG conjugated to
alkaline phosphatase (1:7,500; Sigma-Aldrich) was used as a
secondary antibody. All incubation steps were conducted for 1 h at
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room temperature. The reaction was developed using a solution of
NBT (nitroblue tetrazolium) and BCIP (5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-phosphate) (Promega, Madison, USA). mAbs produced
against the DENV-2 isolate were also tested by WB with a
recombinant domain III peptide from DENV-2 envelope protein
(~12 kDa) expressed in a prokaryotic system. Furthermore, mAbs
produced against DENV-3 were tested by IFA with a truncated
recombinant E protein from DENV-3 (DENV-3 E A,(;) expressed
by transfected Drosophila S2 cells. S2 cells transfected with the
plasmid pMt/Bip/V5-HisA containing the gene of the E protein
from DENV-3 strain BR 290-02 (GenBank EF629369.1), deleted
from the carboxi-terminal anchor (corresponding to the last 101
amino acids), were cultured in Schneider’s medium (Gibco) with
10% FBS and 25 pg/mL of gentamicin (Gibco). Envelope protein
expression was induced by 500 uM of CuSO, for 48 h. After
protein induction 1x10° cells/well were added to a 96-well plate.
After adhesion, cells were fixed with methanol:acetone, and IFA
was performed as described above.

Reactivity of mAbs against the four DENV serotypes and
other flaviviruses and alphaviruses

The reactivity of the mAbs against the four serotypes of DENV
was determined using the IFA. C6/36 cells were infected with the
DENV-1 (BR/90), -2 (ICC 266), -3 (290-02) or -4 (TVP 360)
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Figure 2. Representation of the reactivities of major groups of monoclonal antibodies. Indirect immunofluorescence of C6/36 cells
uninfected (MOCK) or infected with DENV-1 (BR/90), DENV-2 (ICC 266), DENV-3 (290-02) and DENV-4 (TVP 360) isolates. Cells were fixed in
methanol:acetone and stained with different mAbs, followed by Alexa-Fluor 488-conjugated anti-mouse immunoglobulin. Monoclonal antibody 4G2
and a non-correlated anti-hantavirus mAb (clone 572/7A) were used as positive and negative controls, respectively. Distinct groups of mAbs were
raised against DENV: 1) group-specific (D3 424/8G); 2) subcomplex-specific (Anti-DENV-1, anti-DENV-3 and anti-DENV-4; clone D1 463/G6/H2); and 3)
serotype-specific (anti-DENV-3 D3 290/4C/G9) mAbs. Images were produced in a Leica AF6000 Modular System. Scale bars are 30 um.

doi:10.1371/journal.pone.0110620.9002

solates at a MOI of 1. After 72 h of infection, the cells were fixed
in methanol:acetone and assayed by IFA, as previously described.
The reactivity of each mAb against the Huh7.5 cells infected with
the YFV 17DD strain, the SLEV 78V6507 isolate and the VEEV
TC83 strain and Vero E6 cells infected with the WNV E/7229/06
isolate at MOIs of 1 (2.0x10" cells/well) was also assayed by IFA
after 72 h, as previously described.

Conjugation of mAb to horseradish peroxidase (HRP) and
application to the development of a capture ELISA

The antibodies were coupled with horseradish peroxidase
(HRP) according to a modified periodate procedure [42]. Briefly,
mAbs D3 424/8G, D1 606/A12/B9 and D1 695/12C/2H were
purified on a protein-G column (GE-Healthcare) according to the
manufacturer’s instructions. HRP was structurally modified by
sodium periodate and dialyzed against sodium-acetate buffer
(pH 4.4) over 16 h at 4°C. The purified mAb diluted in sodium
carbonate was added to the HRP solution and mixed for 2 h at
room temperature, followed by the addition of a sodium
borohydride solution. After 2 h, conjugated antibodies were
purified by ammonium sulfate precipitation [43]. The perfor-
mance of the mAbs D3 424/8G-HRP, D1 606/A12/B9-HRP and
D1 695/12C/2H-HRP conjugate was evaluated by an in-house
MAC-ELISA using gamma-irradiated purified DENV particles. A
MAC-ELISA was performed as described by Takasaki et al. (2002)
[44], with minor modifications. A total of twenty-two human
serum samples from patients with dengue fever and twenty-four
dengue-negative human sera kindly supplied by State Central
Laboratory LACEN/PR were tested (Fiocruz Research Ethics
Committee under protocol 617-11). A dengue IgM capture ELISA
from PanBio (PanBio, Queensland, Australia) was used to
diagnose samples for comparison with the results of the in-house
assay.
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Results

The fusion experiments (one for DENV-1, one for DENV-2 and
another for DENV-3) generated a total of 1,100 hybridomas,
which were screened by IFA to evaluate the presence of anti-
DENYV antibodies. One hundred forty-seven hybridomas (13.4%)
were positive for antibody secretion against the corresponding
DENYV isolate, with different fluorescence levels. The clones were
stabilized through two freeze-thaw cycles, resulting in 22 stable
hybridomas. Three of these hybridomas produced antibodies
against DENV-1 BR/01-MR; three produced antibodies against
DENV-2 BR/01-01; and sixteen produced antibodies against
DENV-3 BR 290-02. Antibody isotyping revealed ten IgG2b
mAbs, seven IgG2a and five IgGl, all possessing kappa light
chains (Table 1).

Western blot analysis with purified DENV particles showed that
fourteen mAbs recognized the envelope protein (E) and five
recognized the pre-membrane protein (prM; Figure 1; Figure S1).
Additionally, mAbs D2 646/9G, D2 658/9A, and D3 344/H1
showed no reaction to the viral structural proteins on western blot
assays (Figure 1). Monoclonal antibodies against DENV-2 were
also tested against a recombinant peptide from domain III of the
DENV-2 E protein. D2 332/2D reacted specifically to domain III
of the E protein while D2 646/9G and D2 658/9A did not (Figure
S1). Additionally, on IFA, mAb D3 344/Hl bound the
recombinant E protein of DENV-3 expressed on Drosophila S2
cells, suggesting that it is directed to a conformational epitope of
the E protein (Figure S2).

Interestingly, mAb D3 63/F2/G7 recognized the E protein in
the western blot but not in the IFA against recombinant DENV-3
E Ao, protein. From twelve mAbs that reacted against the E
protein of DENV-3 by WB only D3 63/F2/G7 does not recognize
E protein expressed on Drosophila S2 cells, suggesting that this
mAb recognizes an epitope located on the carboxi-terminal of the
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Figure 3. Cross-reactivity of mAbs D3 424/8G and D3 863/G7/H7 against WNV, SLEV and YFV. Vero E6 cells were infected with WNV (A),
whereas Huh7.5 cells were infected with YFV and SLEV (B). Cells were fixed in methanol:acetone and stained with mAbs, followed by Alexa-Fluor 488-
conjugated anti-mouse immunoglobulin. Monoclonal antibody 4G2 and a non-correlated anti-hantavirus mAb (572/7A) were used as positive and
negative controls, respectively. Images were obtained with a Leica AF6000 Modular System. Scale bars are 30 um.

doi:10.1371/journal.pone.0110620.9003

E protein or alternatively, different epitopes conformations are
available in the antigens preparations (Figure S2 and Table Sl).
The positive control 4G2 recognized the E protein in IFA and
western blots. No reaction was observed to the anti-hantavirus
mAb, which was used in both assays as a negative control
(Figure 1; Figure S2).

To investigate whether the mAbs could be used for diagnostic
and epidemiological purposes, the mAbs were assessed for
specificity to the different DENV serotypes and to other
flaviviruses. The mAbs were assayed against the DENV-1 (BR/
90), -2 (ICC 266), -3 (290-02) and -4 (T'VP 360) isolates. Several
recognition patterns were identified: group-specific (DENV-1, -2, -
3 and -4), subcomplex-specific (DENV-1, -3 and -4, and DENV-2
and -3) and serotype-specific (DENV-2 or -3). Eight mAbs
recognized the four DENV serotypes. One mAb reacted with
DENV serotypes 1, 3 and 4, and one reacted with serotypes 2 and
3. Three mAbs reacted specifically to serotype 2 and nine reacted
to serotype 3 (Table 1 and Figure 2). All mAbs showed the same
characteristic staining pattern in IFA in C6/36 infected cells, with
a strong perinuclear stain, as illustrated in the reaction with mAb
D3 424/8G (Figure 2).

Moreover, the reactivity of the mAbs was also tested against
YFV 17DD, the SLEV 78V6507 isolate, the WNV E/7229/06
isolate and the VEEV TC38 strain. D3 424/8G recognized
SLEV, WNV and YFV and did not cross-react with the alphavirus
VEEV, suggesting that it is flavivirus-specific (Figure 3 and
Table 2). Monoclonal antibodies directed against prM from
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DENV, D3 443/H12/H6, D3 457/H7/H2, D3 863/G7/H7
and D3 868/G7/HI10 recognized the four DENV serotypes,
SLEV and WNV but did not react against YFV or VEEV
(Table 2). The positive control 4G2 reacted with all dengue
serotypes (Figure 2) and other flaviviruses (Figure 3). As expected,
anti-hantavirus mAb (572/7A) did not react with any of the viruses
tested (Figures 2 and 3).

Finally, mAbs D3 424/8G, D1 606/A12/B9 and D1 695/12C/
2H were successfully conjugated to HRP for use in diagnostic
assays. The three monoclonal antibodies were used to detect
dengue virus antigen in human serum samples using an in-house
MAC-ELISA (Figure 4). These results are consistent with those
from the commercially available PanBio IgM capture assay kit.
This method could thus be used to differentiate between negative
and positive samples.

Discussion

Dengue is hyperendemic to tropical and subtropical regions of
the world. In Brazil, more than seven million dengue cases have
been confirmed since 1986, causing more than two thousand
deaths [45]. The co-circulation of the four DENV serotypes and
the wide distribution of the mosquito vector Aedes aegypti are most
likely responsible for the increased incidence and distribution of
dengue. Severe clinical manifestations have also increased in
recent years, suggesting that dengue should remain a public health
priority in Brazil [46]. Therefore, early and accurate diagnosis is
essential to reducing morbidity and mortality related to dengue.
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Table 2. Cross-reactivity of anti-dengue virus monoclonal antibodies against YFV, SLEV, WNV and VEEV.

mAb

Reactivity against

YFV

SLEV WNV VEEV

D1 463/G6/H2
D1 695/12C/2H
D1 606/A12/B9
D2 646/9G

D2 658/9A

D2 332/2D

D3 342/5G/G8
D3 388/4A/G6
D3 444/4G/H3
D3 389/F4/H10
D3 441/D1/H2
D3 290/4C/G9
D3 341/H9/F10
D3 344/H1

D3 442/4E/G8
D3 242/F1/H2
D3 424/8G

D3 863/G7/H7
D3 457/H7/H2
D3 443/H12/H6
D3 868/G7/H10
D3 63/F2/G7

—: negative;
+: positive.

doi:10.1371/journal.pone.0110620.t002

Commercial kits for dengue diagnosis must be imported at great

expense to the Brazilian Ministry of Health.

In this report, we describe the production and characterization
of 22 mAbs against Brazilian DENV from the clinical isolates of
DENV serotypes 1 (BR-01/MR), 2 (BR/01-01) or 3 (BR 290-02).
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All of the mAbs showed the same characteristic staining pattern in
IFA, with a strong perinuclear stain tending to spread throughout
the cytoplasm in fluorescent granules. This observation is
consistent with the distribution of DENV-2 proteins observed by
cardiff et al. (1973) [47], who observed an intense perinuclear
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Figure 4. Application of antibodies to the development of MAC-ELISA. HRP-conjugated D3 424/8G, D1 606/A12/B9 and D1 695/12C/2H
mAbs were used in an in-house MAC-ELISA assay to detect anti-dengue virus IgM in the sera of infected (N =22) and non-infected patients (N =24).
doi:10.1371/journal.pone.0110620.9004
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fluorescence radiating into the cytoplasm in a granular pattern of
decreasing intensity. Henchal et al. (1982) found the same
fluorescence pattern with monoclonal antibodies after infecting
LLC-MK2 cells with a different flavivirus [29]. Both structural and
non-structural proteins may localize in the perinuclear region
before virus release, causing intense perinuclear staining in this
region, whereas cytoplasmic fluorescence is associated with virion
antigens [47].

Western blot and IFA analyses showed that most of the mAbs
produced in this study are specific to the E or the prM proteins of
DENV. The mice were immunized with the virion particle, and
DENYV does not replicate well in immunocompetent mice [48,49].
Usually, structural proteins are the major antigens that stimulate
the immune response [50]. In humans, proteins E and prM,
together with the non-structural protein 1 (NS1), are the major
targets of the antibody response during DENV infection, especially
in primary infection [51,52].

The envelope protein from DENV-2, recognized by both the
mAbs D2 332/2D and the positive control 4G2, appeared as two
bands in the WB, which may represent different glycosylation
patterns of the E protein [53]. The other antibodies raised against
DENV-2 (D2 646/9G and D2 658/9A) did not recognize DENV
antigens in the IFA and WB assays. These mAbs may recognize a
non-structural protein or a conformational epitope in structural
proteins. D3 342/5G/G8, D3 290/4C/G9, D3 341/H9/F10, D3
424/G8 and the positive control, 4G2, recognized bands that may
represent dimeric and trimeric forms of the DENV E protein,
suggesting the presence of epitopes exposed in the three different
forms of dengue E protein [54]. Also, variability on band
intensities observed in WB could be due to differences in mAbs
concentration since unpurified supernatants have been used in the
assays.

Additionally, mAb D3 63/F2/G7 recognized DENV-3-E
protein only in the WB assay and not recombinant DENV-3 E
Ay protein. Since the recombinant E protein lacks the last 101
amino acids corresponding to the juxtamembrane steam region
and the transmembrane anchor [55], the mAb D3 63/F2/G7
would recognize an cpitope located at this domain. Also, this
finding is consistent with reports describing flavivirus mAbs
directed to cryptic epitopes of E protein [25,56,57]. Some epitopes
are readily available on the surface of mature DENV, whereas
others are partially or completely inaccessible. Denaturation of
viral particles renders the cryptic epitopes accessible, allowing the
antibodies to bind. Stiasny et al. (2006) isolated cross-reactive
antibodies directed to a cluster of epitopes that are partially
occluded in the cage-like assembly of E proteins located at the
surface of infectious virions of tick-borne encephalitis virus (TBEV)
[56]. Austin et al. (2012) and Chan et al. (2012), respectively,
reported the isolation of a mAb able to bind to cryptic epitopes
located at a CC' loop epitope on domain IIT (DIII) of the E protein
from two different DENV-1 genotypes and the isolation of a
human prM-specific antibody that bound a cryptic epitope located
in the DI/DII junction on the DENV E glycoprotein [25,57].

Some flavivirus epitopes are also shared by other viruses in this
family. mAbs raised against JEV E protein cross-reacted against
Murray Valley encephalitis (MVE), WNV, SLE and DENV-1 and
-2 [58]. Aside from the four dengue serotypes, the monoclonal
antibody D3 424/8G generated in this study recognizes WNV,
SLE and YFV. It thus represents a candidate for the development
of flavivirus diagnostic assays. Henchal et al. (1982) developed
antibodies that recognize flavivirus group-specific viruses, the four
DENV serotypes, YFV, WNV, SLEV, Ntaya virus (NTA), Langat
virus (LGT), Kunjin virus (Kun), Japanese encephalitis virus (JEV),
Ilheus virus (ILH), Banzi virus (BAN) and Zika virus [29].
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Additionally, dengue complex-specific (four DENV serotypes),
subcomplex-specific (DENV-1, DENV-3) and serotype-specific
mAbs were raised [29].

Serological diagnosis of flavivirus infections is difficult due to the
extensive antigenic cross-reactivity among these viruses [58]. Well-
characterized dengue-specific mAbs are thus powerful tools. To
evaluate the applicability of mAbs to the development of
immunoassays for dengue virus detection, dengue group-specific
anti-E D1 695/12C/2H, anti-prM D1 606/A12/B9 and a
flavivirus-specific anti-E D3 424/8G were used in an in-house
IgM-capture assay. HRP-conjugated mAbs were successfully used
in an anti-IgM capture immunoassay for dengue [59]. Addition-
ally, serotype-specific mAbs (Table 1) could be valuable in an
ELISA for serotyping dengue infections [60]. Furthermore,
murine mAbs have also been used to detect DENV by
immunohistochemistry [31], indicating another possible use for
dengue mAbs conjugated to HRP. Finally, mAbs could also be
labeled with other molecules such as fluorochromes or colloidal
gold for routine dengue diagnosis in other formats.

In conclusion, twenty-two mAbs raised against Brazilian dengue
virus isolates, including flavivirus cross-reactive, dengue-group
specific, dengue subcomplex-specific and dengue serotype-specific
mAbs, may be useful for the development of immunoassays such
as ELISA, immunochromatographic assays, dot-blot assays and
immunofluorescence assays [10,14,44]. To our knowledge, these
are the first mAbs against dengue virus isolates circulating in Brazil
to be developed and characterized. These mAbs thus have the
potential to increase the specificity of dengue diagnosis in this
region.

Supporting Information

Figure S1 Western blot analysis of DENV-2 mAbs
reactivity against Domain III of E protein expressed in
E. coli. Recombinant Domain III of E protein was subjected to
15% SDS-PAGE and electroblotted onto nitrocellulose mem-
branes. Domain III (~12 kDa) were stained with the mAbs D2
332/2D, D2 658/9A and D2 646/9G, followed by anti-mouse
IgG conjugated to alkaline phosphatase. A mouse polyclonal anti-
DENV-2 serum was used as positive control.

(TIF)

Figure 82 Monoclonal reactivities on immunofluores-
cence assay (IFA) against recombinant DENV-3 E A,
protein expressed on Drosophila S2 cells. Indirect
immunofluorescence of Drosophila S2 cells expressing or not
(Mock) recombinant DENV-3 E A, protein with mAbs D3 388/
4A/G6, D3 344/H1 and D3 63/F2/G7. Monoclonal antibody
4G2 and a non-correlated anti-hantavirus mAb (clone 572/7A)
were used as positive and negative controls, respectively. Images
were produced in a Leica AF6000 Modular System. Scale bars are
75 um.

(TIF)

Table S1 Reactivity with recombinant DENV-3 E A,
protein expressed on Drosophila S2 cells against twelve
mAbs anti-DENV-3/E.

(PDF)
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Figure S1. Western blot analysis of DENV-2 mAbs reactivity against Domain lll of E protein
expressed in E. coli. Recombinant Domain Ill of E protein was subjected to 15% SDS-PAGE and
electroblotted onto nitrocellulose membranes. Domain Ill (~12kDa) were stained with the mAbs D2
332/2D, D2 658/9A and D2 646/9G, followed by anti-mouse 1gG conjugated to alkaline phosphatase. A
mouse polyclonal anti-DENV-2 serum was used as positive control.

Recombinant
DENV-3 E A4y, protein
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Figure S2. Monoclonal reactivities on immunofluorescence assay (IFA) against recombinant
DENV-3 E A1o1 protein expressed on Drosophila S2 cells. Indirectimmunofluorescence of Drosophila
S2 cells expressing or not (Mock) recombinant DENV-3 E A1o1 protein with mAbs D3 388/4A/G6, D3
344/H1 and D3 63/F2/G7. Monoclonal antibody 4G2 and a non-correlated anti-hantavirus mAb (clone
572/7A) were used as positive and negative controls, respectively. Images were produced in a Leica
AF6000 Modular System. Scale bars are 75 um.
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Table S1. Reactivity with recombinant DENV-3 E A101 protein expressed on Drosophila S2 cells against

twelve mAbs anti-DENV-3/E.

mAb

Reactivity with recombinant
DENV-3 E A,y protein

D3 342/5G/G8
D3 388/4AIGE
D3 444/4G/H3
D3 389/F4/H10
D3 441/D1/H2
D3 290/4C/G9
D3 341/HS/F10
D3 344/H1
D3 442/4E/G8
D3 242/F1/H2
D3 424/8G
D3 863/GT/HT
D3 457MH7/H2
D3 443/H12/H6
D3 868/G7/H10
D3 63/F2IGT7
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