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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Yuli Rodrigues Maia de Souza

A vacina contra febre amarela é produzida a partir da inoculacdo da amostra
FA 17DD em ovos embrionados de galinha no nono dia de desenvolvimento. Os
embrides inteiros sédo coletados no décimo segundo dia de desenvolvimento para
formulacdo da vacina. Este processo de producdo permite que uma grande
guantidade de proteina de galinha faca parte da formulacdo final da vacina,
contraindicando 0 seu uso a pessoas que sao alérgicas a estes componentes. No
momento da coleta, apos 72 horas de infec¢do, o tecido muscular esquelético € o
principal tecido infectado e responsavel pela biossintese de particulas virais. Neste
tecido, as primeiras células a serem infectadas possuem morfologia sugestiva de
mioblasto. O presente trabalho descreveu fenotipicamente estas células como
precursoras miogénicas que expressam em alguns casos o fator de transcricdo
Pax7. Além disso, células musculares esqueléticas de embrido de galinha séo
susceptiveis e permissiveis a infeccdo in vitro, e mantém o padrdo de infeccéo
observado in vivo. Precursores miogénicos e mioblastos sdo alvos preferenciais de
infeccdo, porém o estabelecimento da infeccdo ndo depende da presenca destes
tipos celulares. In vitro, o pico de producéao viral ocorre em 48 horas ap0s a infeccéo
e decai apés 72 horas acompanhado da observacdo de um efeito citopatico da
cultura. In vivo, a infeccéo se esgota no tecido muscular esquelético apos 120 horas
de infeccdo sem a presenca de infiltrado inflamatério associado ao fim da infec¢ao.
Os dados deste trabalho nos permitem concluir que a cultura de células musculares
esqueléticas € um bom modelo para o estudo da infeccdo pelo virus 17DD, pois
apresenta boa reprodutibilidade do fenémeno observado in vivo, e nos leva a
perspectiva do desenvolvimento de métodos alternativos de producdo da vacina
baseados em uma plataforma de cultura de células.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN CELULLAR AND MOLECULAR BIOLOGY

Yuli Rodrigues Maia de Souza

The yellow fever vaccine is produced from the inoculation of the YF 17DD
sample in chicken embryonic eggs on the ninth day of development. The whole
embryos are collected on the twelfth day of development for vaccine formulation.
This production process allows a large amount of chicken protein to be part of the
final formulation of the vaccine, contraindicating its use to people who are allergic to
these compounds. At the time of collection, after 72 hours of infection, the skeletal
muscle tissue is the main infected tissue and responsible for the biosynthesis of viral
particles. In this tissue, the first cells to be infected have morphology suggestive of
myoblast. The present work has phenotypically described these cells as myogenic
precursors that in some cases express the Pax7 transcription factor. In addition,
skeletal chicken embryo muscle cells are susceptible and permissive for in vitro
infection, besides to the maintanence of the pattern of infection observed in vivo.
Myogenic precursors and myoblasts are preferred targets of infection, but the
establishment of infection does not depend on the presence of these cell types. In
vitro, peak viral production occurs within 48 hours after infection and decays after 72
hours accompanied by the observation of a cytopathic effect of the culture. In vivo,
the infection is depleted in skeletal muscle tissue after 120 hours of infection without
the presence of inflammatory infiltrate associated with the end of infection. The data
of this work allow us to conclude that the skeletal muscle cell primary culture is a
good model for the study of the infection of muscle cells with 17DD virus, since it
presents good reproducibility of the phenomenon observed in vivo, contributing to the
understanding of the virus infection and leads us to the perspective of developing
alternative methods of producing the vaccine based on a cell culture platform.
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1 INTRODUCAO

1.1 Virus da febre amarela

A familia Flaviviradae € uma grande familia de virus que contém trés géneros,
sendo Flavivirus o maior deles. O virus da febre amarela € o protétipo do género
Flavivirus, o qual corresponde a um grupo com mais de 70 virus envelopados de fita
simples de RNA de polaridade positiva. E um virus com capsideo de simetria
icosaédrica que mede em torno de 50 nandmetros de diametro, seu genoma possuli
aproximadamente 10.8 kb, incluindo as regides do extremo 5 e 3’, com uma Unica
fase aberta de leitura que codifica trés proteinas estruturais que compdem a
particula viral- capsideo (C), membrana (M) e envelope (E) — e sete proteinas néo
estruturais — NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 — que fazem parte da

magquinaria de replicagéo viral (Figura 1.1) (1-4).

5"UTR
NS2A NS4A
| T | | aum | 4
C M NsT I NSs T NS5 ‘
3 UTR

NS28 NS48

Figura 1.1 Esquema do genoma viral de um flavivirus.
Genes C, M e E codificam proteinas estruturais. Genes NS codificam proteinas nao-
estruturais. Retirado de Guzman et al., 2010 (4).

A superficie do virion € composta por duas das trés proteinas
estruturais, a proteina M e a proteina E. A proteina M (aproximadamente 75
aminoacidos) inicialmente €é expressa como prM (aproximadamente 165
aminoacidos) e passa por um processo de maturacdo — que consiste na clivagem do
peptideo pr, restando o peptideo M — e assim como a proteina E, sdo glicoproteinas
com duas hélices transmembrana. A proteina E (aproximadamente 495
aminoacidos) é responsavel pela inducdo da principal resposta imunoldgica do
hospedeiro contra a infeccdo, além de conter o sitio de ligacdo virus-célula e o
peptideo de fusdo. A terceira proteina estrutural, a proteina C (aproximadamente
120 aminoacidos), esta envolvida no empacotamento do genoma viral formando
entdo o nucleocapsideo (NC), onde fica armazenado o material genético (Figura 1.2)
(2,5,6).
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Imatura Madura

Membrana 93:‘3“
lipidica

Capsideo (C)

Figura 1.2 - Esquema estrutural de um flavivirus.
A esquerda, particula viral imatura. A direita, particula viral infecciosa. Adaptado de
Heinz e Stiasny, 2012 (6).

O primeiro contato do virus com a célula hospedeira € realizado pela
glicoproteina E presente no envelope viral que interage com glicosaminoglicanos e
proteoglicanos que estdo na membrana celular (7). Os receptores envolvidos nessa
interacdo ndo estdo muito bem caracterizados, porém acredita-se ha participacao de
moléculas de heparan sulfato e receptores das familias TIM e TAM (7). A endocitose
da particula viral ocorre por uma vesicula endocitica, revestida por clatrinas, que se
liga a um endossoma primario no citoplasma da célula (2,8). O ambiente acido do
endossoma promove uma mudanca conformacional da proteina E, que deixa de ser
um homodimero, passa a ser um mondmero, e depois organiza-se em
homotrimeros. Esse rearranjo expde o peptideo de fusdo que permite a fusdo do
envelope viral com a membrana do endossomo (3,8,9). Apds a fusdo, o
nucleocapsideo é liberado no citoplasma celular, a proteina do capsideo é
dissociada e o RNA viral é disponibilizado no citoplasma para iniciar a replicacéo (2).
A partir do RNA gendmico, de polaridade positiva, € codificada uma poliproteina
precursora, que é processada tanto por proteinas da célula quanto por aquelas
codificadas pelo genoma viral, formando as proteinas virais estruturais — proteinas
E, M e C - e ndo estruturais — NS1, NS2A,NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (3).
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A replicacdo das particulas virais ocorre no citoplasma e no reticulo
endoplasmatico rugoso da célula hospedeira. Uma das etapas deste processo
consiste na transcricdo de RNA de polaridade negativa, chamado intermediario
replicativo, a partir do RNA gendmico de polaridade positiva, pelo complexo de
replicacdo formado por proteinas ndo estruturais. O intermediario replicativo servira
de molde para sintese de novos RNAs de polaridade positiva das proximas
particulas virais que serdo empacotadas por um polimero de proteinas C, formando
0 nucleocapsideo (3,5). Inicialmente, particulas imaturas sdo formadas no limen do
reticulo endoplasmatico. Essas particulas ndo séo infecciosas, mas posteriormente
passam pelo complexo de Golgi onde ocorre a clivagem da prM em M pela acao de
furinas, liberando o peptideo pr, processo que torna essa particula infecciosa. As
particulas maduras sao liberadas pela célula hospedeira por exocitose nas vesiculas
de Golgi (Figura 1.3) (2,3,5).

~ 4
Infecgao viral > / 2\ Virus maduro
—= - R\ Al
57 () ; Maturacao da X
4 i Fusao de membranas e paiealal = 5
liberacao do RNA S
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CAP—_ -~

Tradugao da poliproteina, = 5
translocacao para o RE e processamento = ) %
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particula viral \ 5>

Replicacao do
genoma viral /2.7 RE

Figura 1.3 - Biossintese das particulas virais dos flavivirus.

Esquema da producado de particulas virais, ressaltando o RNA genémico (RNA de
polaridade positiva) e o intermediario replicativo (RNA de polaridade negativa.
Adaptado Mukhopadhyay et al., 2005 (2)

As proteinas ndo estruturais desempenham um papel muito importante na
replicacdo, viruléncia e patogenicidade do virus (10). A NS1 é uma glicoproteina

altamente conservada entre os flavivirus, que pode se apresentar como um
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mondmero, dimero e hexametro (11). Essa proteina possui um papel central na
replicagéo viral, no desencadeamento, modulacéo e evasédo da resposta imune, na
interagdo com proteinas da célula hospedeira, além de ser extensivamente utilizada
para o diagndstico de infecgbes por flavivirus e ainda ser apontada como uma
excelente proteina antigénica para o desenvolvimento de vacinas quiméricas (11)

A NS2A é uma proteina hidrofébica, com dominios transmembranares, que
esta envolvida no processo de montagem da particula viral e interage com outras
proteinas ndo-estruturais e partes do genoma, 0 que sugere que essa proteina seja
responsavel por coordenar o empacotamento e a replicagdo do RNA (12). Uma
mutacdo nessa proteina pode impedir a producdo de novas particulas virais (5). A
NS2B é uma proteina associada a membrana, hidrofébica, que junto a NS3 forma o
complexo proteolitico viral (5,13).

A NS3 € uma proteina de aproximadamente 70 kDa e desempenha multiplas
funcdes. Essa proteina atua como protease, NTPase, helicase e RTPase. Além
disso, a NS3 também esta envolvida na inducédo da apoptose e, em alguns casos,
ativando a caspase 8 (5).

As proteinas NS4A e NS4B sdo ambas hidrofobicas. A NS4A interage com a
NS1 e a atuacdo dessa proteina com o complexo de replicacdo suporta a hipétese
de que ela esta envolvida nesse processo de replicacdo. Aparentemente a NS4A
também esta envolvida na inducédo do rearranjo da membrana. A NS4B colocaliza
com a NS3 e a fita dupla de RNA viral compde o complexo de replicacéo (5).

A NS5 € uma proteina altamente conservada e possui atividades
metiltranferase e de RNA polimerase dependente de RNA (RdRp). Essa proteina
estad envolvida na modificacdo do extremo 5’ por adicdo do cap, possui também
atividade polimerase e forma um complexo com a NS3 que pode estimular as
atividades NTPase e RT-Pase da NS3 (5).

1.2 Patogénese dafebre amarela

A febre amarela € uma doenca infecciosa viral aguda com periodo de
incubacdo médio entre 3 e 6 dias, na qual os casos podem variar de assintomaticos
a malignos (14). Sao descritas na literatura duas formas de desenvolvimento da
febre amarela, a neurotrépica e a visceral (15).

A forma neurotropica da febre amarela esta, na maioria dos casos, associada

a um efeito adverso associado a infec¢do pelo virus vacinal. E um evento raro, que
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acomete uma pessoa a cada 125 mil vacinados (16). Trata-se de um efeito adverso
da vacina que pode causar encefalite, febre, cefaléia e disfungdo neurologica.
Acomete com maior frequéncia criangcas menores de seis meses, adultos acima dos
60 anos e pessoas imunossuprimidas, o que justifica a recomendagdo de nao
vacinar esses grupos (16,17).

A febre amarela visceral € a forma classica da doenca e ocorre em infec¢des
naturais, onde o mosquito infectado transmite o virus da febre amarela pela saliva
durante a picada. Em sequéncia, particulas virais infectam células dendriticas da
epiderme da pele, e estas células vao para o linfonodo realizar a apresentacao
antigénica. As particulas virais sdo replicadas nos linfonodos e depois caem na
corrente sanguinea iniciando o periodo de viremia. Posteriormente, os principais
orgaos infectados séo rins, baco, coracdo e figado, sendo esse Ultimo o mais
importante (Figura 1.4). No figado a primeiras células a serem infectadas séo as
células de Kupffer. Depois € possivel observar a infeccdo dos hepatécitos da zona
medial, o que sugere maior suscetibilidade das células dessa regido a infeccéo
(Figura 1.4 e Figura 1.5) (18,19).
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Figura 1.4 - Patogénese de febre amarela.
Esquema da evolugéo natural da doenca. Adaptado de Monath, 2001 (18).
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Figura 1.5 - Acinos hepaéticos evidenciando as zonas do I6bulo.
As lesbes dos hepatdcitos ocorrem preferencialmente na zona 2. Retirado de Ross,

2016 (20).

Conforme ocorre o avanco da infeccdo, é possivel observar a apoptose dos
hepatdcitos infectados junto com a presenca de corpusculos de Councilman-Rocha

Lima que podem estar relacionados a diferentes estagios de apoptose (Figura 1.6)

(19).

Figura 1.6 - Figado humano de paciente com febre amarela.

Aspecto histolégico de um caso da Colecdo de febre amarela do Instituto Oswaldo
Cruz — FIOCRUZ. Corte corado por Hematoxilina e Eosina. Areas com — indicam 0s
corpusculos de Councilman-Rocha Lima e areas com P indicam microesteatose.
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Microesteatose e esteatose no figado sdo achados morfolégicos
caracteristicos da infeccdo pelo virus da febre amarela (Figura 1.6) e esse
acometimento do figado se reflete em ictericia do paciente, sinal classico da doenca
(19). Além disso, a infec¢do dos rins pode levar a hipotensdo e até mesmo a
insuficiéncia renal. No coracao, ocorre a infeccdo das células musculares cardiacas
que também sofrem apoptose focal. A resposta imune envolve interferons,
interleucinas e fatores de necrose tumoral, e pode provocar dano vascular, incluindo
hemorragias. Todo esse quadro € bastante severo e pode levar o individuo a morte
(Figura 1.4) (18).

Trés estagios clinicos da febre amarela classica sdo descritos em humanos:
[1] periodo de infeccao, [2] remisséo e [3] intoxicacdo. ApGs 3-6 dias da picada do
mosquito, comecga o periodo de infeccdo que dura entre 3-5 dias e é caracterizado
por febre alta, cefaléia, mal-estar, fotofobia, dor nas costas, dores musculares,
irritabilidade, agitacdo, nauseas e vomitos (15,21), sintomas que caracterizam a
forma leve e/ou moderada da doenca (14). Durante esse periodo 0 paciente
apresenta particulas virais infecciosas no sangue em concentracao suficiente para
gue outros mosquitos se infectem ao realizar o repasto sanguineo. Depois, comeca
0 periodo de remissdo que dura entre 2-12 horas e € caracterizado por uma
aparente melhora do paciente (21). Alguns pacientes se recuperam, porém outros
podem voltar a ficar doentes de forma severa com sinais de alteragdes do figado e
rins, que sao sintomas caracteristicos do terceiro e ultimo estagio, o periodo de
intoxicacdo (15,21), que é a forma mais grave da doenca caracterizada por ictericia,
hematémese e oliguria (14). Caso a infeccdo persista, a forma clinica pode evoluir
para maligna, onde todos os sintomas classicos sdo observados. A presenca dos
sintomas classicos caracteriza a faléncia hepato-renal (14). O paciente desenvolve
uma febre hemorragica severa e disfuncées em multiplos érgédos, acompanhado de

ictericia, vomito negro e instabilidade cardiaca (Figura 1.7) (15).
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Figura 1.7 - Fases clinicas da forma classica da febre amarela.
Retirado de Manso, 2014 (22), com base em Gardner e Ryman, 2010 (21).

Estima-se que 90 % dos casos de febre amarela séo leves ou com poucos
sintomas, sendo apenas 10 % dos casos classificados como graves. Estes,

entretanto apresentam alta taxa de letalidade (Figura 1.8) (14).

2 E
maligna

20-30% =7 ~chre e cefaléia

Figura 1.8 — Distribui¢cdo das formas clinicas da febre amarela.
Esquema representativo da distribuicdo em porcentagem da manifestacdo das
formas clinicas da febre amarela. Vasconcelos, 2003 (14).
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1.3 Epidemiologia da febre amarela

Estudos presumem que o virus da febre amarela surgiu na Africa Central e
tenha sido inserido na Ameérica do Sul no século XVI através do trafico de escravos
(23). O combate as severas epidemias que ocorreram durante os séculos XVII, XVIII
e XIX estimularam o desenvolvimento de pesquisas sobre o agente etiologico, forma
de transmisséo e fatores envolvidos na mortalidade e morbidade, que culminaram
em grande desenvolvimento cientifico e tecnologico (24). A descoberta da
transmissdo vetorial, a biologia dos até entdo “elementos filtraveis”, e o
desenvolvimento da vacina, sdo exemplos desses avancos. Até o inicio do século
XX, a febre amarela era uma doenca de muito impacto nos centros urbanos que foi
minimizada devido ao intenso controle vetorial e ao desenvolvimento de uma vacina
segura e eficaz (25). A febre amarela é uma doenca infecciosa que permanece
endémica nas regides Subsaariana da Africa e Tropical da América do Sul (Figura
1.9), cujo virus é transmitido por mosquitos. Atualmente € estimada, por modelagem
matematica, a ocorréncia de 84 mil — 170 mil casos de febre amarela por ano, com
60 mil mortes, e que 900 milhdes de pessoas residam em areas de risco (26). Deste
namero, 90 % dos casos ocorrem na Africa (27), o que se deve a alta densidade de
vetores proximos a um grande numero de pessoas ndo vacinadas. Na Ameérica do
Sul, as campanhas de vacinacdo propiciaram uma alta cobertura vacinal da
populacdo, o que se reflete no menor numero de casos reportados e

consequentemente em um melhor controle da doenca (28).
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Figura 1.9 - Mapa das éareas de risco para febre amarela.

Areas de recomendac&o da vacina contra febre amarela na Africa (esquerda) e na
América do Sul (direita). Retirado de Centers for Disease Control and Prevention -
CDC, 2016 (29).

A época de maior risco de transmissdo da febre amarela na Africa é entre
Julho e Outubro, enquanto na América do Sul, especialmente no Brasil, &€ entre
Janeiro e Marco (30), o que se deve a maior incidéncia do vetor devido a
temperaturas mais altas e ao periodo de chuvas que beneficiam a proliferacdo do
mosquito nesses meses, além de diminuir o periodo de incubacdo extrinseca do
virus (31,32).

A febre amarela possui dois ciclos de transmissdo bem distintos, um silvestre
e outro urbano. A febre amarela Silvestre ocorre em regides de floresta com ciclo
gue se mantém entre mosquitos e primatas ndo-humanos. As espécies de vetores
envolvidas neste ciclo pertencem aos géneros Aedes spp., Haemagogus spp. e
Sabethes spp. O homem néo vacinado, ao adentrar a mata, pode se contaminar
acidentalmente e, ao retornar a cidade ainda no periodo de viremia, pode dar inicio a
febre amarela urbana. Esta se mantém entre mosquitos e humanos e o vetor
envolvido na transmisséo € o Aedes aegypti. Existe ainda um ciclo intermediario que
€ descrito apenas na savana africana que ocorre entre mosquitos, primatas néao-
humanos e humanos, onde mosquitos do género Aedes spp. com habito semi-
domeéstico, seriam responsaveis pela transmissdo da doenca para populacéo

residente préxima a floresta (Figura 1.10) (33).
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Figura 1.10 - Ciclos biologicos da febre amarela.
Esquema representativo dos ciclos silvestre, urbano e intermediario. Retirado de
Centers for Disease Control and Prevention - CDC 2010 (34)

A erradicacao da febre amarela se torna inviavel uma vez que € impossivel
cessar o ciclo silvestre jA que o mesmo € mantido pelo vetor artropode, que
transmite o virus aos seus descendentes via transovariana (10) e também pelo duplo
papel desempenhado pelos primatas nao-humanos como amplificadores e
reservatorios do virus (35). As caracteristicas ecoldgicas e a susceptibilidade a
infeccdo das espécies de primatas ndo-humanos, faz com que estes desempenhem
um papel importantissimo na manutencdo da febre amarela silvestre. Os primatas
nao-humanos oriundos das Américas, ao serem infectados, adoecem e a infeccéo
normalmente é fatal. Esses eventos, que geram ondas epizooticas a cada 8-10 anos
na regido da Amazodnia, fazem com que este hospedeiro seja um indicador da
circulacdo do virus. Os macacos que conseguem sobreviver a infeccdo se tornam
imunes (35). No continente africano, 0os macacos sdo mais resistentes ao
desenvolvimento da patogenia decorrente da infeccdo. Neles a infeccdo €, na
maioria dos casos, sem sintomas aparentes ou branda, dificultando a identificacéo
da circulacéo do virus. Ao mesmo tempo, eles possuem um periodo de viremia bem
mais intenso e prolongado, o que os torna melhores amplificadores da doenca, uma
vez que 0s mosquitos ficam expostos a se infectar durante um periodo maior (35).

Recentes surtos (2015 - 2017) de febre amarela na Africa e no Brasil (36)
apontam para uma antiga preocupacgao que é a reemergéncia da doenca em éareas

urbanas (27). Aproximadamente um bilhdo de pessoas que residem em 46 paises
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estdo em areas de risco de infec¢do (37). O risco de reemergéncia da febre amarela
vem crescendo desde as Ultimas décadas do século passado em consequéncia de
alguns fatores como: baixa cobertura vacinal e intensa migracdo de pessoas das
areas rurais para areas urbanas, especialmente na Africa, que pode inserir o virus
em lugares onde a populacdo seja susceptivel (ndo imunizada), além das
consequéncias naturais do crescimento desordenado das cidades que faz com que
as condi¢cdes inadequadas de saneamento basico e frequente necessidade de
armazenamento de agua potavel em recipientes abertos aumentem a proliferacdo de
mosquitos Ae. aegypti, transmissor do virus no ciclo urbano (21). Entre 2015 e 2016
foram reportados 962 casos confirmados de febre amarela em Angola e na
Republica do Congo (38).

No Brasil, um surto silvestre esta em curso (desde dezembro de 2016), mas
ainda ndo foram encontrados mosquitos da espécie Aedes aegypti infectados para
suportar a hipétese de reemergéncia da febre amarela Urbana (37). Os primeiros
casos suspeitos foram reportados pelo Ministério da Saude no dia 6 de janeiro de
2017 em seis municipios do estado de Minas Gerais, e se tratavam de 12 individuos
do sexo masculino cujas idades variavam entre 7 e 53 anos (39). Seis dias depois, 0
numero de casos suspeitos subiu para 110, incluindo 30 mortes, em 15 municipios
do estado mineiro (39). Dia 24 de janeiro, apenas 18 dias da primeira notificacdo, os
casos humanos foram confirmados em trés estados, sendo eles Minas Gerais,
Espirito Santo e Sao Paulo, além de seis casos que estavam sob investigacao na
Bahia (37) que foram descartados. Em meados de marc¢o o estado do Rio de Janeiro
entrou na lista de casos humanos confirmados para febre amarela (37). Ao todo, 642
eventos epizodticos de febre amarela foram confirmados em diversos estados do
pais até final de maio de 2017 (37), indicando a circulacdo do virus em territorio
nacional. Em 31 de maio, o niumero de casos humanos reportados chegou a 3.240,
sendo 792 confirmados, 519 suspeitos e 1.929 descartados, incluindo 435 mortes
sendo 274 confirmadas, 37 suspeitas e 124 descartadas (40). No total, o Distrito
Federal e sete estados brasileiros tiveram casos confirmados de febre amarela,
sendo eles: Espirito Santo, Goias, Minas Gerais, Para, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e
Tocantins (40). A maior parte dos casos confirmados era de individuos do sexo
masculino, com idade entre 21 e 60 anos (37) e a taxa de mortalidade estimada
entre os casos confirmados foi de 34,5 % (40). A regido sudeste do Brasil lidera o
ranking de casos humanos notificados (40,41) e compartilha 0 mesmo ecossistema

entre os estados — florestas tropicais e sub-tropicais - (37) 0 que sugere uma
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circulac@o do virus nessas florestas. A analise do genoma viral obtido do sangue de
macacos infectados provenientes do Espirito Santo, revelou que o virus circulante
neste surto possui mutacdes genéticas que nunca foram observadas antes (42). O
Ministério da Saude distribuiu entre janeiro e maio de 2017 aproximadamente 26,3
milhdes das doses de vacina contra febre amarela para os estados de Minas Gerais,
Espirito Santo, Sdo Paulo, Bahia e Rio de Janeiro, que estéo realizando vacinacao
temporéaria de forma seletiva, além das 5,9 milh6es de doses de vacina contra febre
amarela de rotina para todos os estados brasileiros (40).

1.4 Desenvolvimento da vacina contra febre amarela e caracteristicas atuais
da FA17DD

O virus da febre amarela foi isolado pela primeira vez em junho de 1927. Este
isolamento foi obtido do sangue de um paciente africano de 28 anos que teve a
forma leve/moderada da doenca, e sobreviveu (43). Esta amostra, chamada Asibi
em funcdo do nome do doador, foi inoculada em um macaco Rhesus que foi
susceptivel a infeccéo, o que estabeleceu pela primeira vez a infeccdo experimental
em laboratério utilizando um modelo animal adequado (44). Cinco dias depois da
inoculacdo este macaco morreu, sendo feita a passagem do virus em outro, que
também evoluiu a oObito. Diversas passagens foram feitas, de macaco em macaco,
todas resultando em casos fatais, até que, depois da 30° passagem, o animal
inoculado manifestou febre e se recuperou (44). A propagacao do virus em macacos
foi continuada até a 53° passagem (45). A necessidade de um hospedeiro mais
acessivel para as passagens fez com que Max Theiler experimentasse, em
novembro de 1928, a inoculacdo da amostra viral em cérebro de camundongos, que
foi bem sucedida e repetida por 75 vezes até a publicacdo dos resultados em abril
de 1930. Nesta, foi observada a morte dos camundongos em tempos cada vez mais
curtos apos a inoculacao (46), sugerindo a adaptacdo do virus ao sistema. Em 1932,
Theiler e Haagen descreveram a propagacao do virus in vitro utilizando culturas de
tecidos de cobaias, coelhos e embrides de galinha, tendo a infeccdo em tecido de
embrido de galinha entre 8 e 10 dias de desenvolvimento apresentado resultados
mais uniformes em relacdo a viruléncia da amostra (47). Apos 18 passagens da
amostra viral em culturas de tecidos embrionarios de camundongo (45), 58
passagens em culturas de tecidos de embrides de galinha inteiros e mais de 114

passagens em culturas de tecidos obtidos de embribes de galinha desnervado
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(totalizando 172 passagens em embrides de galinha), foi obtida a amostra vacinal
atenuada 17D (43). Ao testar a amostra vacinal em humanos, observou-se auséncia
de reacOes adversas e soroconversao (43). Desta amostra, duas sub-amostras
foram obtidas: 17DD e 17D-204, originalmente obtidas nas passagens 195 e 204,
respectivamente (48). Foram feitas passagens adicionais de ambas as sub-amostras
em culturas de tecido embrionario de galinha destituido de sistema nervoso e,
posteriormente, em ovos embrionados de galinha. Em 1945, adotou-se o sistema de
lote-semente para evitar a continuacdo de passagens, sendo utilizada para a
formulacdo da vacina em todo o0 mundo a 17D-204 entre as passagens 234 e 237, e
a 17DD é usada no Brasil na passagem 285 (48).

No Brasil, o processo de imunizagdo comecgou em 1937 (25) e a producédo da
vacina sofreu poucas alteracdes desde entdo. Esta é feita pela inoculacédo do lote
semente do virus vacinal 17DD em ovos embrionados de galinha livre de patdogenos
especificos no 9° dia de desenvolvimento. Estes ovos séao incubados a 37,8 °C com
umidade entre 55 % e 60 % até o 12° dia de desenvolvimento, quando os embrides
sédo coletados, triturados, centrifugados, o sobrenadante é reservado, envasado a
granel, liofilizado e distribuido junto a ampola com diluente (43,49). No mundo, séo
produzidas cerca de 30 - 60 milh6es de doses de vacina contra a febre amarela por
ano (1).

A comparacdo do sequenciamento entre o material genético dos virus
selvagem e vacinal da febre amarela mostrou que ambos os RNAS, que possuem
10.862 nucleotideos, diferem entre si em apenas 68 nucleotideos. Essa diferenca
resulta na traducdo de 32 aminoéacidos diferentes. A diferenca dos nucleotideos
ocorre de forma aleatéria no genoma e corresponde a 0,63 % de divergéncia entre
as sequéncias, enquanto a diferenca de aminoacidos, que representa 0,94 % de
divergéncia, ocorre principalmente na proteina do envelope, onde se observa a
substituicdo de 12 aminoacidos. Acredita-se que essa diferenca de aminoacidos da
proteina do envelope afete a ligacdo virus - célula, o que poderia diminuir a
patogénese em relacdo ao virus selvagem. As outras substituicdes de aminoacidos
sdo observadas nas proteinas NS1, NS3, NS5, NS2a e NS2b (50).

A vacina contra febre amarela é altamente eficaz, proporcionando a producao
de anticorpos neutralizantes em 99 % das pessoas apo6s 30 dias da imunizacgéo (32).
Atualmente, a Organizacdo Mundial de Saude preconiza que apenas uma dose da
vacina induz imunidade durante toda a vida (51), recomendagéo esta que em 2017

foi acolhida pelo Ministério da Saude do Brasil (52).
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Algumas tentativas de se alterar a forma de producdo da vacina foram feitas,
entretanto, sem sucesso (53-56). Em 2004, Freire e colaboradores publicaram a
tentativa de desenvolvimento de uma vacina de virus atenuado (FA17DD) produzida
em cultura de fibroblastos de embrido de galinha. A producéo viral in vitro foi muito
eficiente, a plataforma de producgé&o utilizada reduziu drasticamente a quantidade de
proteina de galinha por dose, fator limitante da vacinacdo em pessoas alérgicas a
proteinas de galinha, e induziu a producdo de anticorpos neutralizantes. Entretanto,
ao realizar o teste em macacos Rhesus, a vacina se mostrou mais neurotropica do
gue a vacina do virus 17DD produzida em ovos embrionarios, sugerindo uma perda
da atenuacao, o que inviabilizou a continuacdo do trabalho (54). Em 2008, Freire e
colaboradores investiram no desenvolvimento de uma vacina utilizando a amostra
17DD inativada. As particulas virais foram obtidas a partir da inoculacdo do virus FA
17DD em cultura de células Vero, posteriormente inativadas por alta pressao
hidrostatica. Apesar da sobrevivéncia dos camundongos frente a dose letal do virus
vacinal da febre amarela, a producdo de anticorpos neutralizantes foi baixa (53).
Monath e colaboradores descreveram em 2011 os resultados de teste realizado em
humanos com a vacina do virus FA 17D-204, utilizando cultura de células como
plataforma de producéo viral. As particulas virais foram obtidas em cultura de células
Vero e depois inativadas quimicamente com [-propriolactona. O teste clinico foi
realizado com a administracdo de duas doses da vacina com uso de adjuvante que
induziram a producdo de anticorpos neutralizantes em titulos superiores ao minimo
preconizado para protecdo em 90% das pessoas avaliadas. Apos 12 meses da
Ultima dose, a persisténcia de anticorpos neutralizantes foi observada em 83% das
pessoas envolvidas no estudo (55). Apesar dos resultados deste trabalho serem
relativamente satisfatérios, a vacina atual de virus atenuado produzida em ovos
embrionados de galinha € mais eficaz. Outro trabalho de Freire e colaboradores de
2015 descreveu um novo método alternativo de producédo utilizando o virus vacinal
(FAL17DD) inativado. A plataforma de producéo utilizada foi novamente a cultura de
células Vero, desta vez inativada pelo mesmo método utilizado por Monath,
utilizando B-propriolactona e com adicdo de adjuvantes. O teste realizado em
camundongos mostrou que trés doses desta da vacina eram necessarias para
induzir a producdo de anticorpos neutralizantes e um efeito protetor frente a
inoculacao intrarcerebral da 17DD atenuada (56).

Um estudo de nosso grupo sobre a cinética da infec¢éo pelo virus vacinal em

embribes de galinha, apontou a cultura de células musculares esqueléticas de
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Gallus gallus domesticus como uma potencial plataforma para a produgéo da vacina
in vitro, mimetizando as condi¢des da producdo in vivo (22), porém a verificacao
desta sugestdo ndo foi realizada. Este método alternativo apresenta vantagem em
relacdo ao método atual uma vez que diminuiria a quantidade de proteina de ovo
presente por dose da vacina uma vez que alérgicos ndo sdo recomendados a se
vacinarem (54,57). O desenvolvimento de uma nova estratégia para a producdo da
vacina se torna ainda mais relevante ja que o virus FA 17DD tem sido usado como

plataforma de producao de vacinas quiméricas (58—60).

1.5 Infeccdo em ovos embrionados de Gallus gallus domesticus

Embora embrides de galinha sejam utilizados como plataforma para a
producdo da vacina desde 1937, a histopatologia destes embrides foi descrita
apenas 77 anos depois (22). A infeccdo causa lesbes brandas e afeta diferentes
tipos de células e tecidos, como por exemplo, o tecido muscular esquelético e
cardiaco, tecido nervoso, células dos rins, pulméo e células do tecido conjuntivo da
cartilagem e pele (22,61). Interessantemente, ndo foi detectada a presenca de virus
na membrana corioalantoica, saco vitelinico e no figado (22,62).

Os embrides infectados conforme o protocolo de producdo da vacina nao
apresentam nenhuma alteracdo histopatoldgica associada a infeccdo com 24 horas
de infeccédo, além de o virus néo ter sido detectado pelas técnicas de nested-PCR e
imunofluorescéncia (62). Com 48 horas de infec¢cdo o antigeno viral foi detectado por
imunofluorescéncia no tecido muscular esquelético e cardiaco (62). Ja com 72 horas
de infeccdo ocorre uma expressiva replicacdo das particulas virais que foram
detectadas por imunofluorescéncia no tecido muscular esquelético, cardiaco, epitélio
tubular renal, células do sistema nervoso central, células no tecido conjuntivo
subepitelial, células mesenquimais do parénquima pulmonar, na moela e em células
na camada muscular do ducto vitelino (62). Aparentemente, nesse ponto da
infeccdo, o tecido muscular esquelético € o principal sitio de replicacdo viral onde
células com padrdo mesenquimal infectadas se aderem a fibras musculares e
infectam essas fibras musculares maduras (62). Estre trabalho aompnhou a eolucgéo
da infeccdo até 96 horas, quando todos os 6rgéos e tecidos infectados com 72 horas
permaneceram positivos para a deteccdo de proteinas virais pela técnica de

imunofluorescéncia (62).
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1.6 Desenvolvimento do tecido muscular esquelético

O tecido muscular esquelético esta presente em toda extensdo do corpo.
Cada musculo € composto por feixes musculares que por sua vez sdo formados por
numerosas fibras longas e multinucleadas. Estas fibras, também chamadas de
miofibras, possuem diversas miofibrilas que sdo compostas por unidades repetitivas
de sarcbmeros, onde estdo localizadas as proteinas contrateis, que conferem o
aspecto estriado caracteristico do tecido. Cada musculo, feixe e fibra muscular estéo
envoltos por uma camada de tecido conjuntivo que sdo chamadas de epimisio,
perimisio e endomisio, respectivamente, que possuem pouquissimas células,

principalmente fibroblastos (Figura 1.11) (63).
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Figura 1.11 — Organizacéo e estrutura do tecido muscular esquelético.
Representacdo esquematica da divisdo do masculo em feixes e fibras musculares.
Visualizacéo didatica do interior da fibra muscular com suas organelas e miofibrilas.
Célula satélite presene no endomisio. Adaptado de LaPress, 2009 (64).

O desenvolvimento deste tecido ocorre pelo processo denominado miogénese
(65). Neste processo, as células precursoras miogénicas (MPCs) que derivam do
dermomiétomo expressam Pax3 e/ou Pax7 que sdo fatores de transcricdo
importantes para a migracao destas células (66,67). Posteriormente, estas células
entram no programa miogénico que € regulado pelos fatores de regulacdo miogénica
(MRFs) Myf5, MyoD, Miogenina e MRF4 (Figura 1.12) (68,69). Os MRFs sao
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membros da familia de fatores de transcrigcdo hélice-volta-hélice (70) e a expressao
diferencial destes fatores define o estadgio de diferenciacdo em que a célula
miogénica se encontra (65).

A célula progenitora comprometida com a linhagem miogénica entra no
programa miogénico e, ainda no dermomiétomo, o primeiro MRF a ser expresso é o
Myf5 (71,72). Em seguida, ocorre a expresséo de MyoD (72,73). Myf5 e MyoD séao
marcadores iniciais importantes na proliferacdo e na manutencdo dos mioblastos
(73). Miogenina e MRF4 sao marcadores tardios da miogénese, importantes na
diferenciacdo e maturacdo dos mioblastos que saem do ciclo celular e se
diferenciam em miécitos que se fundem uns aos outros e, posteriormente, dardo
origem a fibras com muitos sarcébmeros, nos quais expressam varias proteinas

contrateis (73).
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Figura 1.12 — Expressao temporal dos fatores de transcricdo envolvidos na
determinacéo e regulacdo miogénica.

Pax 3 e 7 estdo envolvidos no comprometimento da célula com a linhagem
miogenica, enquanto myf5, myoD, miogenina e mrf4 atuam na diferenciacdo da
célula muscular. Adaptado de Bentzinger et al., 2012 (65)

Pax3/7 séo fatores de transcricdo paired-box essenciais para a determinacao
do destino celular das células miogénicas. A expressao do Pax3 € primeiramente
detectada no mesoderma pré-somitico e se mantém até o somito epitelial do
dermomiétomo, sendo também possivel detecta-lo no miétomo, que € o primeiro

musculo esquelético a ser formado. Uma expressao similar € observada com o
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Pax7, que inclusive pode substituir as fun¢des do seu paralogo Pax 3. No miétomo,
o0 Pax 3 e 7 estdo colocalizados em 87 % das células e estudos mostram que estas
células se originaram do dermomiotomo. Esses progenitores que sdo duplamente
positivos ndo expressam proteinas do programa miogénico, porém expressam
marcadores mitéticos indicando divisdo celuar, o que sugere que essa populacao
pax 3/7 positiva constitui uma populacéo proliferante, ainda indiferenciada, presente
no miotomo (66,67). A expressdo de pax7 ocorre durante a miogénese fetal e
continua no tecido muscular esquelético durante a miogénese adulta em células
satélites (74).

A desmina é uma proteina de 52 kDa que faz parte do filamento intermediario
das células musculares esqueléticas (75), sendo esta a primeira proteina de
citoesqueleto musculo-especifica a ser expressa, seguidamente da Miosina, a-
actinina, a-actina, Troponina, Titina, Nebulina e Zeugmatina (Figura 1.13) né&o
existindo uma ordem de expressao estritamente definida entre estas 7 proteinas
(76). A sua expresséao ocorre junto com a do Myf5 e antes do MyoD (77). A desmina
esta presente no disco Z do sarmémero e une as miofibrilas lateralmente, além de
conectar o sarcébmero ao sarcolema (75). E uma proteina essencial para a
manutencdo da integridade estrutural e funcdo muscular, apesar de nédo ser
essencial nos estagios iniciais do desenvolvimento muscular. Possui um papel
importante na distribuicdo, posicionamento e funcdo das mitocéndrias e atua nas
interacdes célula-matriz com seus pontos de ancoragem, corpos densos associados
a membrana e costameros no sarcolema, além de atuar no reparo e regeneracao
tecidual (78).
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Figura 1.13 — Expresséo temporal das proteinas sarcoméricas em ceélulas
musculares esqueléticas.

Proteinas expressas durante o processo de diferenciacao celular. Adaptado de Lin et
al, 1994 (76).

A familia de proteinas da Miosina compreende 35 classes diferentes de
moléculas, desempenhando inumeras funcdes celulares. Uma dessas funcdes € a
contracdo muscular que é desempenhada pela miosina da classe Il (79). A miosina
sarcomérica esta presente nos filamentos grossos e € composta por trés cadeias
gue estdo dispostas em pares: cadeia pesada, cadeia leve regulatoria e cadeia leve
essencial. Parte das cadeias pesadas da miosina formam uma cauda que se
entrelacam em espiral. O restante das cadeias pesadas mais as cadeias leves

essenciais e regulatérias formam duas cabecas globulares (Figura 1.14) (80).
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Figura 1.14 — Molécula de Miosina.
Representacdo esquematica da molécula de miosina, composta por dois pares de
cadeias leves, um par de cadeia pesada. Adaptado de Hooper, 2005 (80).

O sarcomero é a unidade contratil da célula muscular e entre os vertebrados
possui uma organizacdo muito similar. Essa estrutura é delimitada pela distancia
entre duas linhas Z que sdo compostas principalmente por desmina e a-actinina. As
laterais das linhas Z sdo compostas por filamentos finos de actina, a-actinina,
Tropomiosina e Troponina, esse conjunto é denominado de banda I. Uma metade da
banda | é pertencente a um sarcOmero enquanto a outra metade pertence ao
sarcOmero adjacente (80) e a unido de sarcbmeros dispostos longitudinalmente
forma uma estrutura chamada de miofibrila e cada fibra muscular € composta por
inimeras miofibrilas (81). Os filamentos finos estdo presentes em toda extensédo da
linha Z e se prolongam para o centro do sarcomero. No centro do sarcomero estédo
os filamentos grossos que sdo denominados de banda H. A banda H mais as suas
laterais sdo denominadas de banda A, onde é encontrada a Miosina. Bem no centro

da banda H existe uma linha mais densa que é chamada de linha M que é composta
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de Miomesina e proteina M. Na linha Z até o inicio da banda H sdo encontrados
filamentos de actina. A Titina € uma proteina gigante de mais de 2 mil kDa que esta
presente em toda extensdo do sarcoOmero, conectando as linhas M e Z (Figura 1.15)
(80) e, devido a sua elasticidade, possui um papel fundamental na manutencéo do

preciso arranjo estrutural do sarcémero durante a contragdo muscular (82).
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Figura 1.15 — Estrutura do sarcomero.

Representacdo esquematica estrutural do sarcbmero. Desmina e a-actinina
(amarelo), miosina (azul), miomesina (elipse), proteina M (circulo), actina (vermelho)
e titina (preto). Adaptado de Hooper, 2005 (80).

1.7 Cultura de células musculares esqueléticas

A cultura de células musculares foi desenvolvida com o intuito de observar e
explicar os fendbmenos envolvidos no processo de formacdo do muasculo e
regeneracao do tecido muscular. As primeiras observacdes do comportamento do
tecido muscular in vitro foram feitas utilizando cultura de tecido muscular de
embribes de galinha (83), como por exemplo a experiéncia feita por Margaret e
Warren Lewis em 1917, onde eles observaram o0 comportamento de células
musculares esqueléticas em cultura a partir do explante de embrides de galinha no
7° dia de desenvolvimento (84).

A cultura de células em monocamada soO se tornou realidade em meados do
século XX com o refinamento das técnicas de cultivo, e a primeira cultura a ser
desenvolvida utilizando esses novos recursos foi feita por Aaron Moscona, em 1951,
utilizando embrido de galinha, na qual foi possivel identificar mioblastos proximos a
condrécitos (83). Entretanto, Konigsberg foi o primeiro a demonstrar a miogénese in

vitro em 1963. Ele mostrou que os mioblastos eram capazes de se diferenciar em
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fibras musculares, assim como ocorre in vivo, em meio condicionado enriquecido
com soro (83,85).

A cultura de células musculares foi entdo estabelecida pela dissociacdo
mecanica e/ou enzimética do masculo do peito de embrido de galinha com 10 dias
de desenvolvimento, e mantidas em meio suplementado com soro de cavalo e
extrato embrionario (86,87). A adicdo do extrato embrionario é importante, pois além
de ser mitogénico, ele estimula a fusdo das células musculares e a adesao celular
(88). A cultura de célula muscular de embrido de galinha forma miotubos grandes e
bastante contrateis (89).

As células que sdo isoladas pela tripsinizacdo do musculo estriado
esquelético de embrides de galinha possuem morfologia esférica e rapidamente
aderem ao substrato (90). Inicialmente, estas células possuem um intenso carater
mitotico e migratério e, logo apds a adesao, algumas células comecam a apresentar
um formato alongado, que vao se fusionar umas as outras para formar miotubos
(90). O momento em que a fusdo ocorre in vitro pode variar de acordo com a
composicdo do meio e da densidade celular (91). De forma geral, com 17 horas de
plagueamento, os mioblastos de embrido de galinha entram em GO e comecam a se
alinhar. Com 24 horas apés o plagueamento, € possivel observar células com
formato fusiforme bem demarcado, e a partir deste ponto comeca a fusdo destas
células para a formacéao de fibras multinucleadas (91). O pico da fusdo ocorre dentro
de um periodo de 10 horas, iniciando-se apés 20 horas de plaqueamento, ou seja,
aproximadamente entre 20 - 30 horas de cultura (92). Porém, 43 horas apés o
plagueamento, este fendbmeno ainda pode ser observado (91). Apdés 72 horas de
plagueamento, as células terminaram de se fusionar, estando a cultura totalmente
diferenciada (91,92). O maior amadurecimento destas fibras recém formadas ocorre
em tempos mais tardios, em torno de uma semana apds o plaqueamento (82). E
possivel determinar cada fase de diferenciacdo celular com base nos fatores de
transcricdo que estdo sendo expressos (65), na morfologia das células (82,85) e
também pela expressdo de proteinas especificas de muasculo que compdem o

citoesqueleto (76).
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1.8 Justificativa

O virus da febre amarela € o protétipo da familia Flaviviridae onde se inclui o
Virus da Dengue, o Virus do Oeste do Nilo, o Virus da Encefalite Japonesa, o Virus
Zika, entre outros. S&o virus altamente patogénicos para humanos que sé&o
transmitidos por artropodes, especialmente mosquitos (93). A febre amarela (FA)
acomete populacdes das regibes Subsaariana da Africa e Tropical da América do
Sul. Nos individuos acometidos os sintomas s@o, em sua maioria, brandos, similares
aos da gripe e raramente evoluem para a forma grave da doenca, 0s pacientes
manifestam febre, hemorragia, lesées miocardicas, renais e hepéticas e choque, e
gue apresenta uma taxa de mortalidade de 50 % (1). A melhor forma de prevencao
da febre amarela é através da vacinacdo em massa das pessoas que residem ou
gue vao viajar para areas onde a doenca é endémica. Embora a vacina contra FA
seja altamente eficaz, conferindo protecdo contra a doenca pela vida inteira com
uma unica dose (51), a febre amarela ainda é uma importante causa de morbidade e
mortalidade na Africa e na América do Sul. Isto se deve principalmente a pessoas
gue residem em areas endémicas e epizoodticas, viajantes nao vacinados e pessoas
as quem a vacina € contraindicada como aquelas que possuem alergia a proteinas
do ovo de galinha, criancas menores de 9 meses, adultos maiores de 60 anos e
pessoas imunossuprimidas (30,51,94).

A producao da vacina contra a febre amarela € feita pela inoculacéo da sub-
amostra do virus FA 17DD em ovos embrionados de galinha livres de patdégenos
especificos (SPF), de acordo com as normas estabelecidas pela Organizacao
Mundial de Saude (48). Embora os embrides de galinha sejam utilizados desde 1937
como sistema biolégico para producdo de virus da febre amarela (1), apenas
recentemente foram descritos, pelo nosso grupo, os tecidos e células responsaveis
pela biossintese das particulas virais nestes embrides (61). A infeccdo ocorre em
diversos tecidos e, ao contrario do que se pensava, neste modelo o figado ndo é
acometido. O tecido muscular esquelético € o principal tecido onde ocorre a
replicacdo nestes embribes e os mioblastos, aparentemente, constituem o principal
sitio de infeccdo viral (62). Contudo, é necesséario aprofundar este dado,
confirmando o papel preponderante dos mioblastos, e determinando em que fase da
diferenciacdo muscular ocorre a infecgdo. A definicdo do periodo de diferenciacéo
da célula muscular na qual ocorre a infecgdo e a analise da hipotese de ocorréncia

da replicacao viral em cultura de tecido muscular, assim como acontece no modelo
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animal, ampliaria a possibilidade do desenvolvimento de uma vacina baseada em
cultura de células, em um modelo mais proximo do que o que ocorre in vivo (22).
Esta alternativa apresenta vantagens sobre a producéo em ovos embrionados, uma
vez que reduz os custos de produgcdo, o niumero de animais sacrificados e a
guantidade de proteina de galinha por dose (54). Tentativas j& realizadas da
producéo da vacina em cultura de fibroblastos de embrides de galinha (CEF), nédo
obtiveram sucesso, pois o resultado se mostrou borderline quanto a neuroviruléncia
em macacos Rhesus (Macaca mulatta) (54). Os desdobramentos de nosso trabalho
se tornam ainda mais relevantes na medida em que a utilizagdo do virus FA 17DD
se apresenta como uma potencial plataforma para producdo de outras vacinas, ja
gue o mesmo tem se mostrado um eficiente vetor viral recombinante de proteinas de

outros flavivirus e de protozoéarios (18,95-97).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar a infeccdo das células musculares esqueléticas de embrides de
galinha pelo virus da febre amarela 17DD, com vistas a elucidar o fenémeno in vivo

e investigar o potencial de infec¢do destas células in vitro.

2.2 Objetivos Especificos

1 - Em embrides de Gallus gallus domesticus infectados com virus da febre
amarela 17DD aos nove dias de desenvolvimento:

e Aprofundar a caracterizacdo fenotipica das células musculares

esqueléticas, determinando o estagio de diferenciacgdo em que se

encontram;

e Acompanhar a persisténcia da infeccdo no tecido muscular esquelético

em tempos mais tardios que 96 horas pos-infeccao;

2 - Em cultivo primario de células musculares esqueléticas obtidas de peito e
patas de embrides de Gallus gallus domesticus com 11 dias de

desenvolvimento:

e Avaliar a susceptibilidade e permissividade das células musculares a

infeccdo pelo virus da FA 17DD;

e Caracterizar fenotipicamente as células musculares esqueléticas

infectadas;

3 - Comparar o fenétipo das células infectadas in vivo e in vitro.
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3 MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos envolvendo experimentag&do animal foram realizados
conforme aprovado nas licengcas CEUA/IOC L-025/2017 e L-028/2017.

3.1 Avaliacéo in vivo do tecido muscular esquelético de embrides de galinha

3.1.1 Coletados embrides

Ovos embrionados de Gallus gallus domesticus da raga White Leghorn no
nono dia de desenvolvimento (dd), infectados ou ndo pelo virus FA 17DD foram
gentilmente cedidos pela Unidade de Producdo da Vacina contra febre amarela
(Instituto de Tecnologia em imunobioldgicos Bio-manguinhos - FIOCRUZ). Estes
foram mantidos em chocadeira (Premium Ecoldgica, IP 70A) em temperatura
controlada (37,7°C) e com umidade entre 28 e 30 %. O protocolo de infeccdo, bem
como a amostra viral, foram os mesmos empregados na producdo da vacina
antiamarilica. Foram coletadas patas, asas, cabeca e tronco de embribes (n=6,
sendo trés infectados e trés controles por ponto) com 48, 72, 96, 120, 144, 168 e
216 horas apoés a infeccdo (11 a 18 dd). As amostras coletadas foram fixadas e

submetidas a técnica histologica.

3.1.2 Processamento histoldgico dos embrides

Os fragmentos coletados de cada embrido foram identificados com um
namero de registro, fixados em Formalina Tamponada de Carson por 48 horas e
processadas de acordo com protocolo convencional de histotecnologia para
amostras impregnadas em parafina. Neste, os fragmentos teciduais foram
acondicionados em cassetes histolégicos e organizados em um processador
automatico (Shandon, Citadel 2000). O material foi desidratado em banhos de
concentragfes crescentes de alcool (50 %, 70 %, 80 % e 95 %) com duracao de 40
minutos cada e quatro banhos de alcool absoluto, tendo os dois primeiros banhos a
duracdo de 40 minutos e os dois Ultimos a duracdo de 1 hora. Em seguida, as
amostras foram clarificadas em dois banhos de Xilol, com duracéo de 1 hora cada.

Por fim, a impregnacéo pela parafina foi feita com dois banhos em parafina, sendo
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cada banho de 1:30 horas. ApGs o processamento, 0s cassetes foram levados para
a central de inclusdo (Shandon, Histocentre 2) onde os fragmentos foram incluidos
em um molde de parafina. Em seguida, cortes de 5 micrOmetros foram
confeccionados e aderidos em laminas histolégicas revestidas com albumina ou

silane.

3.1.3 Coloragéo pela Hematoxilina e Eosina

Cortes foram desparafinizados com 3 banhos de xilol, 3 minutos cada banho e
hidratados em banhos de concentracéo decrescente de alcool (100 %, 95 % e 70 %)
até a agua destilada.

Em seguida, as laminas foram imersas em hematoxilina de Mayer durante 25
minutos e lavadas em agua corrente por 20 minutos. ApoOs esta etapa, as amostras
foram desidratadas em alcool 70 % por 1 minuto, coradas em eosina-floxina durante
2 minutos e lavadas rapidamente em alcool 95 %. Apds a coloragdo, os tecidos
foram desidratados em 3 banhos de 3 minutos em alcool absoluto e clarificados em
3 banhos de xilol, 3 minutos cada. As laminas foram seladas em goma de Damar.
Neste método, as estruturas acidofilas, como o citoplasma, coram-se em réseo e as
estruturas basofilas, como o nucleo, coram-se em roxo. Os cortes foram analisados
em microscopia de campo claro em microscopio Axiohome (Carl Zeiss, Alemanha),
fotografados com camera Axiocam HRc (Carl Zeiss, Alemanha) utilizando o software

Axiovision 4.8 (Carl Zeiss, Alemanha).

3.1.4 Deteccdo de proteinas intracelulares por imunomarcacao indireta em

embrides de Gallus gallus domesticus

Para deteccdo de proteinas intracelulares, cortes histolégicos foram
previamente desparafinizados, hidratados, e submetidos a técnica de
imunofluorescéncia indireta para analise da diferenciacdo muscular (Pax7, desmina
e miosina) e da infeccao viral (FA17DD). Para tal, as laminas foram colocadas em
camara de pressao (Pascal DAKO) com solucédo de tampao citrato de sodio pH 6,0
(Sigma) para recuperacdo antigénica. Posteriormente, as laminas foram lavadas em
agua corrente durante 10 minutos. Os cortes foram circulados com caneta
hidrofébica e lavados 3 vezes, 5 minutos cada, com PBS (LGC Biotecnologia, cat.

13-30258-05) pH 7,2. Em seguida, foi realizado o bloqueio com solucéo de 2 % de
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leite em po, 2,5 % de albumina bovina sérica (Sigma, cat. A2153-100G) e 8% de
soro fetal bovino (Hyclone, cat. SH30088.03). Apés 20 minutos de incubacdo a
temperatura ambiente, as laminas foram lavadas 3 vezes, 5 minutos cada lavagem,
com PBS pH 7,2. Feito isso, as laminas foram incubadas com o anticorpo primario
(Tabela 3.1) overnight a 4 °C. Posteriormente, as laminas foram lavadas 3 vezes, 7
minutos cada, com PBS pH 7,2 e incubadas com o anticorpo secundario de acordo
com o animal no qual o anticorpo primario foi produzido (Tabela 3.2) em estufa a 37
°C por 1 hora. Posteriormente, as laminas foram lavadas 3 vezes, 7 minutos cada,
com PBS pH 7,2, e os cortes foram incubados com DAPI 1/5000 em temperatura
ambiente por 10 minutos. Por ultimo, os cortes foram lavados 3 vezes por 5 minutos
cada com PBS pH 7,2 e montados em meio anti-fading Prolong Gold (Life
Technologies, cat. p36934). Todas as laminas foram analisadas em microscopio de
fluorescéncia Axio Observer Z1 equipado com sistema Colibri (Carl Zeiss,
Alemanha). Campos especificos foram analisados também em microscopio de
superresolucdo ELYRA PS.1 (Carl Zeiss, Alemanha) e sistema confocal LSM 710

(Carl zZeiss, Alemanha).

Tabela 3.1 - Relacdo dos anticorpos primarios utilizados para imunomarcacao

Anticorpo

o Origem Diluicdo Fornecedor
primario
Fluido ascitico
Anti-febre Camundongo 1/100 Instituto Evandro Chagas (Belém - PA)*

amarela

Developmental Studies Hybridoma Bank

Anti-pax 7 Camundongo 1/200
(lowa - USA)**

Anti-desmina Coelho 1/200 Thermo Fisher Scientific, cat. RB-9014-P1

Anti-miosina Coelho 1/800 abcam, cat. ab124205

* Anticorpo cedido pela Dra. Rita Nogueira do Laboratério de Biologia de
Flavivirus/IOC

** Anticorpo cedido pela Dra. Andrea Henriqgues Pons do Laboratério de Inovacdes
em Terapias, Ensino e Bioprodutos/IOC
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Tabela 3.2 - Relacdo dos anticorpos secundéarios utilizados para

imunomarcacao
Anticorpo secundério Diluicdo Fornecedor
Alexa Fluor 546 anti-camundongo 1/400 Invitrogen, cat. A11003
Alexa Fluor 488 anti-camundongo 1/750 Invitrogen, cat. A11001
Alexa Fluor 635 anti-coelho 1/750 Invitrogen, cat. A31576

3.2 Avaliagdo in vitro de culturas primarias de células musculares

esqueléticas

3.2.1 Obtencéao do virus da febre amarela 17DD

Embrides infectados pelo virus da febre amarela 17DD foram utilizados para
obtencdo das particulas virais usadas na infeccdo das células musculares em
cultura. Trés animais foram inoculados com a amostra vacinal no nono dia de
desenvolvimento no Instituto de Tecnologia em imunobiolégicos Bio-manguinhos —
FIOCRUZ, conforme protocolo de producédo da vacina. Os controles ndo estavam
infectados e nao receberam nenhum tipo de tratamento prévio. Os ovos foram
mantidos em chocadeira (Premium Ecoldgica, IP 70A) a 37,7 °C, umidade entre 28 e
30 %, No 12° (dd) dia de desenvolvimento, os embrides foram coletados e em
seguida triturados inteiros a 4 °C com 3 mL de agua destilada no seguinte protocolo:
trituracéo por 1 minuto, 30 segundos de pausa e mais 30 segundos de trituracdo. Os
controles passaram pelo mesmo protocolo. Posteriormente, os tubos foram
centrifugados a 3000 g, 4°C durante 1 hora. O sobrenadante foi coletado e, a cada 5
mL, foram adicionados 1,4 mL da solucéo de sacarose 50 % e glutamato 50 % (2:1).
Aliquotas de 0,5 mL foram separadas em microtubos de centrifuga e armazenados

em freezer -80 °C para titulacdo e posterior uso em cultura.

3.2.2 Cultura de células musculares esqueléticas

Tecido muscular esquelético proveniente do peito e patas de seis embrides
nao infectados com 11 dd foram coletados com material cirtrgico estéril. O tecido
epitelial foi completamente retirado e o tecido muscular foi mantido em MEM
(Minimum Essential Medium) (LGC, cat. BR30008-05) puro, previamente aquecido a
37 °C, até o término da coleta do musculo de todos os embrides. Feito isso, 0s
tecidos retirados foram vigorosamente picotados e em seguida dissociados em 5 mL

45




de tripsina-EDTA 0,05 % (Gibco, cat. 25300054) a 37 °C durante 10 minutos. Para
inativar a tripsina, foi colocado 6 mL de MEM a 4 °C enriquecido com 10 % de soro
de cavalo (Gibco, cat. 26050088) e 5 % de extrato embrionéario. O tubo contendo as
células foi centrifugado a 300 g durante 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e o pelete ressuspendido em 6 mL de MEM enriquecido com 10 % de
soro de cavalo, 5 % de extrato embrionario e antibidticos (100 U/mL de penicilina e
100 pg/mL estreptomicina, Gibco, cat 15140122). As células provenientes desta
dissociacdo foram contadas e plaqueadas na concentracdo de 4x10° células/poco
em placas de 24 pocos revestidas com gelatina 2 %. Estas células foram mantidas
em meio MEM enriquecido com 10 % de soro de cavalo, 5 % de extrato embrionario

e antibioéticos.

3.2.3 Infeccédo das células musculares esqueléticas em cultura pelo virus da

febre amarela 17DD

Células obtidas pelo método supracitado foram infectadas com o virus da

febre amarela 17DD em quatro protocolos distintos.

3.2.3.1 Células musculares esqueléticas de galinha expostas ao virus da febre

amarela 17DD no momento do plagueamento (TO).

Neste método de infeccéo, as células foram expostas ao virus ho momento
do plagueamento, com as células ainda em suspensédo nas MOls de 0,002, 0,01, 0,1
e 1,0 em meio MEM puro. Apds 1 hora de infeccdo, foram adicionados 100 pl de
soro de cavalo em cada poco para facilitar a adeséo das células. Apds quatro horas,
o indculo foi retirado e adicionado 1 mL/poco de meio MEM enriquecido com 10 %
de soro de cavalo, 5 % de extrato embrionario e antibiodticos. Apés 24, 48 e 72 horas
de infeccdo, as células aderidas em laminulas foram fixadas em formalina
tamponada de Carson por 10 minutos a temperatura ambiente e foram utilizadas nos
ensaios de imunofluorescéncia indireta com 0os mesmos anticorpos empregados nos
embrides. Os sobrenadantes das culturas positivas foram armazenados em freezer -
80 °C e utilizados para quantificacdo viral por PFU e o extrato das células foi usado
para deteccdo do material genémico viral pela reacdo em cadeia da polimerase
(PCR).
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3.2.3.2 Células musculares esqueléticas de galinha expostas ao virus da febre
amarela 17DD 5 horas apés o plagueamento (T5).

Neste método de infeccao, as células foram plaqueadas na concentracdo de
4x10° células/poco em 1mL de MEM enriquecido com 10% de soro de cavalo, 5% de
extrato embrionario e antibioticos. Apés 5 horas de plagueamento, com as células
aderidas a placa, o meio foi totalmente retirado, a monocamada foi lavada uma vez
com MEM puro para retirar qualquer resquicio de soro de cavalo e extrato
embrionério que tenha ficado, e em seguida foi adicionado 1 mL MEM puro contendo
particulas virais no MOI de 0,1 durante 1 hora. Passado o tempo de infeccdo, o
in6culo foi retirado e adicionado 1 mL/po¢co de MEM enriquecido com 10 % de soro
de cavalo, 5 % de extrato embrionario e antibidticos. Apos 24, 48 e 72 horas de
infeccdo, as células aderidas em laminulas foram fixadas em formalina tamponada
de Carson por 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida foram utilizadas nos
ensaios de imunofluorescéncia indireta com os mesmos anticorpos empregados nos
ensaios in vivo. Os sobrenadantes das culturas foram armazenados em freezer -80
°C e utilizados para quantificacdo viral por PFU e o extrato das células foi usado
para deteccdo do material gendmico viral pela reacdo em cadeia da polimerase
(PCR).

3.2.3.3 Células musculares esqueléticas de galinha expostas ao virus da febre

amarela 17DD 24 horas ap0s o plagueamento (T24).

Neste método de infeccdo, as células foram plagueadas na concentracédo de
4x10° células/poco em 1mL de MEM enriquecido com 10 % de soro de cavalo, 5 %
de extrato embrionario e antibioticos. Apos 24 horas de plaqueamento, o meio foi
totalmente retirado, a monocamada foi lavada uma vez com MEM puro para retirar
gualquer resquicio de soro de cavalo e extrato embrionario, e em seguida foi
adicionado 1mL de MEM puro contendo particulas virais na MOI de 0,1 e 0,01
durante 1 hora. Passado o tempo de infeccdo, o indculo foi retirado e adicionado 1
mL/poco de MEM enriquecido com 10 % de soro de cavalo, 5 % de extrato
embrionério e antibidticos. Apds 24, 48 e 72 horas de infec¢éo, as células aderidas
em laminulas foram fixadas em formalina tamponada de Carson por 10 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, essas laminulas foram utilizadas nos ensaios

de imunofluorescéncia indireta com 0s mesmos anticorpos empregados nos
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embrides. Os sobrenadantes das culturas infectadas e controles foram armazenados
em freezer -80 °C e utilizados para quantificacdo viral por PFU e o extrato das
células foi usado para deteccdo do material genémico viral pela reacdo em cadeia
da polimerase (PCR).

3.2.3.4 Células musculares esqueléticas de galinha expostas ao virus da febre
amarela 17DD 120 horas ap0s o plaqueamento (T120).

Neste método de infeccao, as células foram plagueadas na concentracao de
4x10° células/poco em 1mL de MEM enriquecido com 10 % de soro de cavalo, 5 %
de extrato embrionario e antibiéticos. O meio foi trocado a cada dois dias para
manutencdo da cultura. Apos 120 horas de plaqueamento (5 dias), o meio foi
totalmente retirado, a monocamada foi lavada uma vez com MEM puro para retirar
gualquer resquicio de soro de cavalo e extrato embrionario, e em seguida foi
adicionado 1mL MEM puro contendo particulas virais na MOI de 0,1 durante 1 hora.
Passado o tempo de infeccéo, o inéculo foi retirado e adicionado 1 mL/poco de meio
enriquecido com 10 % de soro de cavalo, 5 % de extrato embrionario e antibioticos.
Apoés 48 horas de infeccdo, as células aderidas em laminulas foram fixadas em
formalina tamponada de Carson por 10 minutos a temperatura ambiente e foram
utilizadas nos ensaios de imunofluorescéncia indireta com 0os mesmos anticorpos

empregados nos embrides.

3.2.4 Passagem do virus produzido in vitro em células musculares

esqueléticas obtidas de embrido de galinha.

Particulas virais obtidas pela infeccdo das células no momento do
plagueamento (TO) apdés 48 hpi da cultura primaria de células musculares
esqueléticas de embrido de galinha, foram utilizadas como inéculo para passagem
do virus em cultura. O protocolo utilizado foi 0 mesmo do item 3.2.3.1, excetuando
apenas a MOI do inéculo, que neste experimento foi de 0,01. Células musculares
recém-isoladas de embrido de galinha no 11° dd foram expostas a MOI do inéculo
de 0,01 do virus da febre amarela 17DD produzido in vitro. Apos 1 hora de infeccao,
foram adicionados 100 pl de soro de cavalo em cada pogo para facilitar a adeséo
das células. Apds quatro horas, o indculo foi retirado e adicionado 1 mL/pogo de

meio MEM enriguecido com 10 % de soro de cavalo, 5 % de extrato embrionario e
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antibidticos. Apos 24, 48 e 72 horas de infec¢éo, as células aderidas em laminulas
foram fixadas em formalina tamponada de Carson por 10 minutos a temperatura
ambiente e foram utilizadas nos ensaios de imunofluorescéncia indireta com os
mesmos anticorpos empregados nos embrides. Os sobrenadantes das culturas
positivas foram armazenados em freezer -80° C e utilizados para quantificagéo viral
por PFU e o extrato das células foi usado para deteccdo do material genémico viral

pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR).
Para facilitar a compreensao dos momentos de infec¢do (TO, T5, T24 e T120)

e tempos de coleta (24, 48 e 72 hpi), a metodologia dos itens 3.2.3, 3.3.4 e 3.2.5

esta esquematizado no fluxograma abaixo:
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Figura 3.1 - Fluxograma representativo do delineamento experimental dos
momentos de infecgdo e pontos de coletas das culturas de células musculares
esqueléticas de embrides de galinha infectadas in vitro pelo virus da febre
amarela 17DD utilizando a MOl de 0,1.
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3.2.5 Imunomarcacdo indireta para deteccdo de proteinas intracelulares em

cultura de células musculares esqueléticas

ApOs coletar o sobrenadante da cultura, as células foram fixadas por 10
minutos em formalina tamponada de Carson e lavadas 3 vezes em PBS pH 7,2.
Posteriormente, as células foram permeabilizadas com 3 lavagens de 10 minutos
cada utilizando solugcdo de Triton X-100 0,1 % (Sigma). Em seguida, as células
foram lavadas uma vez em PBS pH 7,2 e realizado o bloqueio com solucéo de 2 %
de leite em po, 2,5 % de albumina bovina sérica e 8 % de soro fetal bovino. Apos 20
minutos de incubacgdo, as laminas foram lavadas 3 vezes, 5 minutos cada, com PBS
pH 7,2. Feito isso, as laminas foram incubadas com o anticorpo primario (Tabela 3.1)
em estufa a 37 °C por 1 hora. Ao término desta incubacéo, as laminas foram lavadas
3 vezes, 7 minutos cada, com PBS pH 7,2 e incubadas com o anticorpo secundario
(Tabela 3.2) em estufa a 37 °C por 1 hora. Apés mais 3 lavagens de 7 minutos cada
com PBS pH 7,2, as células foram incubadas com DAPI 1/5000 em temperatura
ambiente por 10 minutos. Por ultimo, as células foram lavadas 3 vezes por 5 minutos
cada com PBS pH 7,2 e montadas em meio antifading Prolong Gold. Todas as
laminas foram analisadas em microscépio de fluorescéncia Axio Observer Z1
equipado com sistema Colibri (Carl Zeiss, Alemanha). Campos especificos foram
analisados também em microscopio de superresolucdo ELYRA PS.1 (Carl Zeiss,

Alemanha) e sistema confocal LSM 710 (Carl Zeiss, Alemanha).

3.2.6 Titulacéo viral

A titulacdo das amostras virais foi feita pela técnica de unidade formadora de
placa (PFU) utilizando o sobrenadante das culturas infectadas pelo virus da Febre
marela 17DD. Células Vero foram plaqueadas em placas de 24 pocos a 1 x10°
cél/mL por 24 horas antes do uso. Os sobrenadantes das culturas infectadas neste
trabalho contendo os virus foram diluidos seriadamente da diluicdo 10™ até 10® em
meio Earle’s 199. A monocamada de células Vero foi entdo inoculada com 100uL de
cada diluicdo viral e incubada por 1h a 37°C e 5% de CO, com agitacdo suave a
cada 15 minutos. Em seguida, o inéculo foi retirado e adicionado 1 mL de
carboximetil celulose (CMC) (Sigma) 3.5 % em meio Earle’s 199 enriquecido com 5
% de NaHCO; e 5 % de soro fetal bovino. Apés 7 dias de incubagcéo a 37 °C e 5 %

de CO,, as células foram fixadas com formaldeido a 10 % e coradas com solucdo de
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cristal violeta a 0,4 %. Foi feita uma contagem do namero de placas de lise em cada
poco para o célculo o numero de unidades formadoras de placas (PFU) por mL.

Para o célculo do titulo viral de cada amostra foi utilizada a seguinte formula:

T =10g10M + 10g10ID + l0g10FC, onde:

T = titulo expresso em logip PFU/mL;

M = média do n° de placas de lise contadas em uma determinada dilui¢ao;

ID=inverso da diluicdo onde as placas de lise foram contadas;

FC = fator de correcdo do indculo para mL. Como o in6culo corresponde a
100 pL, FC =1 (log10 = 1).

3.2.7 Extragcdo do RNA total das células cultivadas

As células em cultura foram submetidas a técnica de PCR para deteccdo do
RNA gendmico e do intermediario replicativo para confirmar a infeccdo pelo virus
FAL17DD e sua replicacdo. O meio de cultura foi retirado e a extracdo do RNA total
foi feita pela adicdo de 0,5 mL de Trizol (Thermo Fischer) em cada poc¢o. As células
foram lisadas e o material foi transferido para um microtubo de centrifuga de 1,5 mL.
Em seguida, 0,1 mL de cloroformio foi adicionado em cada microtubo. Este foi
agitado vigorosamente durante 15 segundos e incubado em temperatura ambiente
por 5 minutos. Posteriormente, o material foi centrifugado por 15 minutos a 12000 g
e 4 °C. Neste momento, trés fases sado formadas no microtubo. A primeira, que &
uma fase aquosa, foi retirada cuidadosamente e transferida para outro microtubo.
Em seguida, foi adicionado 1,0 mL de isopropanol 100 % ao tubo contendo a fase
aquosa e o mesmo foi incubado por 10 minutos a temperatura ambiente. Feito isso,
os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 12000 g e 4 °C. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado, adicionou-se 1 mL de etanol 75 % e os tubos foram
centrifugados por 5 minutos a 7500 g e 4 °C. O sobrenadante foi novamente
descartado e os tubos ficaram abertos por 5 minutos dentro da cabine de seguranca
biologica para secar todo o contetado. O material foi ressuspenso em 20 uL de agua
livre de RNAse. O material seguiu entdo para a técnica de transcricdo reversa e

reacdo em cadeia da polimerase (PCR).
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3.2.8 Transcricao reversa e PCR

Para a desnaturagdo do RNA, foi utilizado para cada 5 pL de RNA, 1 pyL de
primer (RNA gendémico YF-1 - 5° GGTCTCCTCTAACCTCTAG 3° ou intermediario
replicativo YF-3 - 5° GAGTGGATGACCACGGAAGACATGC 3, estes primers
reconhecem regides da NS5) e 4 puL de 4gua. As amostras foram aquecidas no
termociclador a 94°C por 2 minutos. Ap0s a desnaturacdo, as amostras foram
acondicionadas no gelo. Apés o resfriamento das amostras, 10 yuL do Master Mix
(Tabela 3.3) foram adicionados por amostra e as mesmas foram incubadas por 1
hora a 52 °C para obtencéo da fita de DNA complementar (cDNA).

Tabela 3.3 - Master Mix para transcriptase reversa (RT)

Reagente Volume (ul)/reacédo
Tampéo da enzima 4 (5x)
H,O 1
dNTP 2 (10 mM)
DTT (0.1 M) 1(0.1 M)
Inibidor de RNAse (RNAseOUT) 1 (40 U/uL)
RT (Thermoscript — Invitrogen) 1 (15 U/mL)
Volume da reacao 20

Para reacdo em cadeia da polimerase (PCR), foi utilizado 2 pL da amostra
obtida no passo anterior e adicionado 10 pL do Master Mix (Tabela 3.4). As
amostram foram colocadas no termociclador onde passaram por 30 ciclos de reacgao
de amplificacdo, sendo cada ciclo composto por trés etapas: desnaturacao 94 °C por
20 segundos, anelamento 52 °C por 50 segundos e polimerizacdo 72°C por 50

segundos.

Tabela 3.4 - Master Mix para PCR

Reagente Volume (ul) - 2 reagdes
H,O 40
Tampao da enzina 5 (10x)
Mg++ 1,5 (50mM)
dNTP 1 (10 mM)
Primers (YF1 e YF3 - (98)) 0,5 (de cada primer)

Tag polimerase (Platinum Taq) 0,4
cDNA 2
Volume final da reacéo 25

53



Os produtos amplificados por PCR, provenientes dos extratos das culturas
infectadas e controles, foram submetidos a eletroforese (E-Gel iBase Power System)
em gel de agarose a 2 % contendo brometo de etidio (E-Gel Invitrogen, Life
Technologies, cat. G501802). Para isso, foram aplicados em cada poco do gel 8ul de
amostra amplificada e 12 pl de tampéao de amostra (azul de bromofenol 0,003%) e
submetidos a eletroforese para separacdo dos fragmentos de DNA. Como
referéncia, foi utilizado o padrdo de massa molecular 100 pb DNA Ladder
(Invitrogen, Life Technologies, cat. 15628-050). Ao término da corrida eletroforética,
0s géis foram expostos a transiluminacédo ultravioleta e foto-documentados (Kodak
gel Logic Gel 2200, Hiland scientific, Washinton, EUA) para posterior andlise. As
amostras amplificadas pela PCR foram consideradas positivas pela presenca de

bandas correspondentes a 675 pares de bases.
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4 RESULTADOS

Embora o conjunto de resultados que compbdem este trabalho sejam
complementar, para acompanhar a divisdo da metodologia e facilitar a leitura,
separamos em dois blocos. Na primeira parte do texto, serdo descritos os dados
observados nos embrides de galinha infectados pelo virus da febre amarela 17DD,
conforme o protocolo de producdo da vacina. Na segunda parte do texto, serao
descritos os dados observados em cultura de células musculares esqueléticas de
embrides de galinha infectadas pelo virus da febre amarela 17DD.

Para fins de nomenclatura, os critérios morfoldgicos e fenotipicos utilizados na

descricao dos resultados estao descritos na tabela a seguir (Tabela 4.1):

Tabela 4.1 — Critérios utilizados para identificar os tipos celulares estudados:

Quantidade de | Tamanho

Tipo celular ) . Imunofendtipo Morfologia
nuacleos do nucleo
Precursor ) Pax 7%, Desmina’
S 1 nacleo Pequeno o Arredondada
miogénico ou Miosina
. ] Pax 7", Desmina’
Mioblasto 1 nucleo Pequeno o Arredondada
ou Miosina

Pax 7", Desmina®

Miocito 1 nucleo Pequeno . Fusiforme

ou Miosina
) 2 ou mais Pax 7°, Desmina® | Fusiforme ou

Fibra ] Pequeno .

nacleos ou Miosina alongada

_ ] Pax 7", Desmina’ .

Fibroblasto 1 nucleo Grande o Espraiada

ou Miosina

4.1 Avaliacao in vivo do tecido muscular esquelético de embrides de galinha

entre 11 e 18 dias de desenvolvimento

Tecido muscular esquelético de embrides de galinha com 48 e 72 horas pos
infeccdo (hpi) (11 e 12 dd, respectivamente) foram analisados quanto a sua
morfologia e a presenca de proteinas virais.

A andlise de cortes histologicos corados pela Hematoxilina e Eosina

observados por microscopia de campo claro mostrou que, em ambos animais
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controles (Figura 4.1 A e B) e infectados (Figura 4.1 C e D), foram observadas fibras
musculares multinucleadas, algumas células com nucleos picnéticos ou
fragmentados, sugerindo apoptose, e nao foi detectada a presenca de infiltrado
inflamatério No entanto, aparentemente as areas de apoptose sdo mais frequentes
nos animais infectados.

Na analise por imunofluorescéncia destes mesmos animais foi possivel
observar células musculares em diferentes estagios de diferenciacédo, positivas para
marcacao de proteinas do virus 17DD. Foram observados precursores miogénicos
infectados pelo virus (Figura 4.2 A e B, Figura 4.3, Figura 4.4 e Figura 4.5) que
estavam proximos a fibras musculares multinucleadas néo infectadas, entremeadas
por estas fibras e, as vezes, aparentemente se fusionando a elas (Figura 4.2 C e
Figura 4.3). A marcagdo para proteinas virais nestas fibras foi detectada em
adensamentos perinucleares com padrao que, por vezes, acompanhava a estriacdo
da fibra (Figura 4.2 C e Figura 4.4). Também foram observados precursores
miogénicos néao infectados, porém proximos a fibras musculares infectadas (Figura
4.2). Alguns midcitos infectados também puderam ser observados (Figura 4.2 D),
assim como a presenca de nudcleos picnoticos e cariorex (Figura 4.4), sugerindo

apoptose.

A analise mais tardia da infeccéo foi feita utilizando embrides entre 120 e 216
hpi (14 e 18 dias de desenvolvimento, respectivamente). Cortes histolégicos do
tecido muscular esquelético de embrides corados pela Hematoxilina e Eosina foram
observados por microscopia de campo claro. Em 120 hpi, foi observada nos animais
controles uma clara organizacao do tecido muscular esquelético em perimisio, feixes
musculares, endomisio e fibras musculares (Figura 4.6 A). Nos animais infectados
esta organizacdo é perdida, e foi notado um intenso efeito citopatico e aparente
atraso no desenvolvimento deste tecido nos embrides em 120 hpi (14 dd). Também
foi observado um aparente aumento de nucleos fragmentados e picnéticos, além da
presenca de alguns granuldcitos infiltrados no tecido (Figura 4.6 B). Com 144 hpi (15
dd) a organizacdo do tecido muscular esquelético dos embrides infectados é
parcialmente reestabelecida, com pontos focais de desorganizag¢édo (Figura 4.6 C e
D). Nos animais de 168 e 216 hpi (16 e 18 dd, respectivamente) essa
desorganizacéo do tecido ndo € mais observada, ndo havendo mais diferenca entre

0s animais infectados e controles (Figura 4.7).
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A avaliacdo da presenca de proteinas virais nestes animais por
imunodetecc¢ao foi feita por microscopia de fluorescéncia, onde foi observada com
120 hpi uma fraca marcagdo para proteinas virais em fibras musculares
esqueléticas. A infeccao persiste até 144 hpi, onde foi observado, em apenas um
embrido, raras células infectadas (Figura 4.8). Com 168 e 216 hpi, a deteccdo de

proteinas virais ndo foi mais possivel pela técnica utilizada.
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Figura 4.1 — Tecido muscular esquelético de embrides de galinha apresentou
pouca diferenca morfolégica entre os animais infectados e controles com 48
hpi.

Tecido muscular esquelético de embriées de galinha infectados com virus FA 17DD
aos 9 dd e coletados em 48 hpi [11 dd]. A e B - animais controles em 48 hpi; Ce D -
animais infectados em 48 hpi. Microscopia de campo claro. Coloracdo de
Hematoxilina e Eosina.

-
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Figura 4.2 — Precursores miogénicos e fibras musculares esqueléticas foram
positivas para marcacao de FA.

Tecido muscular esquelético de embrides de galinha infectados com virus 17DD aos
9 dd e coletados em 72 hpi. Areas com — indicam fibras musculares miosina
positivas, areas com P indicam precursores miogénicos Pax7 positvas, areas com *
indicam midcitos. Marcacdo da miosina (vermelho), FA (verde), Pax7 (azul) e nacleo
(branco). Microscopia confocal a laser.
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Figura 4.3 — Células com nucleos apoptéticos e cariorex foram observadas
proximas a precursores miogénicos infectados.
Tecido muscular esquelético de embrides de galinha infectados com virus 17DD aos
9 dd e coletados em 48 hpi. Areas com » indicam ntcleos picnéticos e cariorex,
areas com * indicam precursores miogenicos. Marcacdo anti desmina (amarelo), FA
(verde), Pax7 (azul) e nucleo (branco). Microscopia confocal a laser.
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Figura 4.4 — Precursores miogénicos infectados pelo virus FA17DD foram
observados préoximos a fibras musculares também infectadas.

Tecido muscular esquelético de embrides de galinha infectados com virus 17DD aos
9 dd e coletados em 48 hpi. Areas com — indicam fibras musculares infectadas,
areas com P indicam nucleos picnoéticos, areas com * indicam precursores
miogénicos infectados. Marcacdo para febre amarela em verde (A), nacleo em
branco (B), pax 7 em azul (C), desmina em amarelo (D), sobreposi¢cdo FA, nucleo,

pax 7 e desmina (E) e sobreposicédo FA, pax 7 e desmina (F). Microscopia confocal a
laser.
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Figura 4.5 — Células uninucleadas infectadas sdo Pax7".
Tecido muscular esquelético de embrides de galinha infectados com virus 17DD aos
9 dd e coletados em 48 hpi. Areas com — indicam fibras musculares infectadas e
areas com * indicam precursores miogénicos infectados. Marcacao para desmina em
amarelo (A), FA em verde (B), nucleo em azul (C), Pax7 em vermelho (D),

sobreposicao FA, nucleo, Pax7 e desmina (E) e sobreposicdo FA, Pax7 e desmina
(F). Microscopia de superresolucao.
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Figura 4.6 — Tecido muscular esquelético infectado (120 e 144 hpi) apresentou
desorganizacao estrutural em relacdo aos animais controles.

Tecido muscular esquelético de embrides de galinha infectados com virus 17DD aos
9 dd e coletados em 120 e 144 hpi. A — Animal controle 120 hpi. B - Animal infectado
120 hpi. C — Animal controle 144 hpi. D — Animal infectado 144 hpi. Areas com —
indicam feixe muscular organizado e areas com * indicam feixe muscular
desorganizado. Coloracdo de Hematoxilina e Eosina. Microscopia de campo claro.
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Figura 4.7 — Reorganizacdo estrutural do tecido muscular esquelético de
embrides apds 144 horas de infeccao.

Tecido muscular esquelético de embrides de galinha infectados com virus 17DD aos
9 dd e coletados em 168 e 216 hpi. A — Animal controle 168 hpi. B - Animal infectado
168 hpi. C — Animal controle 216 hpi. D — Animal infectado 216 hpi. Coloracédo de
Hematoxilina e Eosina. Microscopia de campo claro.
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Figura 4.8 — Imunodeteccdo de proteinas virais fraca e escassa no tecido
muscular esquelético de embrides com 120 e 144 horas poés infeccao.

Tecido muscular esquelético de embrides de galinha infectados com virus 17DD aos
9 dd e coletados em 120 e 144 hpi. A e C — Animal infectado 120 hpi, B e D — Animal
infectado 144 hpi. Areas com — indicam fibras musculares esqueléticas infectadas.
Marcacdo para febre amarela (verde) e desmina (vermelho). Microscopia de
fluorescéncia convencional.
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4.2 Avaliacéo in vitro da infec¢do pelo virus 17DD em culturas primarias de
musculo esquelético de galinha

Visando mimetizar diferentes aspectos encontrados no tecido muscular
esquelético de embrides de galinha em desenvolvimento, trés momentos de infec¢éo
em cultura de células foram utilizados. Em cada um destes momentos, um
determinado evento da miogénese ou fase da diferenciacéo da célula muscular péde
ser preferencialmente observado na cultura de células. Além disso, para verificar a
interferéncia de moléculas inibidoras da infeccdo, a mesma foi testada com

diferentes concentra¢cfes do indculo viral.

4.2.1 Avaliacdo da infeccdo pelo virus da febre amarela 17DD quanto ao

momento de infeccdo em cultura de células musculares esqueléticas

A susceptibilidade — capacidade das células de se infectarem - e a
permissividade — capacidade das células de produzirem particulas virais infecciosas
- das células a infeccdo foram testadas em células infectadas no momento do
plagueamento (TO) e apds cinco (T5) e vinte e quatro (T24) horas. Todas as
condicBes foram analisadas apos 24, 48 e 72 horas de inoculacdo (hpi) com a MOI
de 0,1. Através da analise por PFU observamos um pico de producéao viral em 48 hpi
em todos os métodos de infeccdo e uma ligeira queda da producdo em 72 hpi. As
células que foram infectadas em TO apresentaram titulo viral 4,4 vezes maior que 0
observado nas células infectadas em T5 e 3 vezes maior do que em T24 (Grafico
4.1).
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Gréfico 4.1 Avaliacdo da cinética da producado de particulas virais infecciosas
pela cultura de células musculares esqueléticas de embrido de galinha, em
diferentes métodos de infec¢éo utilizando a MOl de 0,1.

2,50E+05

2,50E+04

Particuas virais infeciosas/mL

2,50E+03
TO T5 T24
M 24 hpi 3,43E+04 6,05E+03 8,05E+03
M 48 hpi 2,40E+05 5,45E+04 8,00E+04
i 72 hpi 8,60E+04 4,75E+04 4,10E+04

4.2.1.1 Analise morfolégica das células musculares esqueléticas de galinha
expostas ao virus da febre amarela 17DD no momento do

plagueamento (TO).

No primeiro ponto de andlise, 24 horas p6s plagueamento (hpp) e 24 hpi, a
cultura controle se mostrou pouco confluente, com espacos entre as células. Foi
possivel observar a presenca de algumas fibras musculares neoformadas, além de
precursores miogénicos e mioblastos proximos a estas fibras, e fibroblastos (Figura
4.9).

Nas culturas infectadas, em 24 hpi, foi possivel observar aspecto e
confluéncia semelhante aos controles, com algumas fibras delgadas infectadas.
Alguns mioblastos e raros precursores miogénicos também foram observados
infectados. Fibroblastos foram negativos para a imunodeteccdo de proteinas virais
(Figura 4.10).

No segundo ponto de anadlise (48 hpp / 48 hpi), a cultura controle estava
parcialmente confluente, com mais fibras em relacdo ao ponto anterior. Estas fibras

eram mais longas e aparentemente mais maduras do que em 24 hpp. Foram
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observados alguns mioblastos, midcitos e diversos fibroblastos nesta cultura. Os
fibroblastos estavam aparentemente em maior nimero que o observado no primeiro
ponto de andlise (Figura 4.11 A e B).

Nas culturas infectadas, em 48 hpi, foi observada uma cultura tdo confluente
guanto o controle, com fibras ligeiramente espessas nédo infectadas e fibras
delgadas infectadas. Também foram observados alguns midcitos infectados, porém
a maioria destes ndo estava infectado. Diversas células com nucleos picnéticos
foram observadas, algumas com marcagcdo positiva para proteinas virais. Assim
como em 24 horas de infecgdo, nesse ponto ndo foram encontrados fibroblastos
infectados (Figura 4.11 C e D).

No terceiro ponto de analise (72 hpp/ 72 hpi), foi observada uma cultura rica
em fibras musculares bem espessas e multinucleadas. Também foi observado um
aparente aumento no numero de fibroblastos nesse ponto (Figura 4.12 A e B).

Nas culturas infectadas, em 72 hpi, observamos uma sensivel diminuicdo do
numero de células infectadas em relacdo ao ponto anterior. Estas fibras eram por
vezes delgadas marcadas para proteinas de FA 17DD e outras mais grossas,
multinucleadas, também infectadas. Alguns miécitos nao infectados foram
observados se fusionando a fibras infectadas e miocitos infectados se fusionando a
fibras ndo infectadas. Assim como observado nos outros pontos de andlise, nesse
ponto ndo foram encontrados fibroblasto positivos para proteinas virais (Figura 4.12
CeD).

68



Figura 4.9 — Cultura pouco confluente com presenca de precursores
miogénicos, mioblastos e fibras neoformadas.

Células musculares esqueléticas cultivadas e infectadas in vitro pelo virus da febre
amarela 17DD. Controle T = 0 24 hpp [T0)/ 24 hpi. Areas com — fibras musculares
esqueléticas neoformadas, areas com * indicam mioblastos, areas com » indicam
precursores miogénicos e areas com x indicam fibroblastos. Marcacado para miosina
(amarelo), nacleo (azul) e Pax7 (vermelho). Microscopia confocal a laser.
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Figura 4.10 — Precursores miogénicos, mioblastos e fibras neoformadas foram
observadas infectadas pelo virus 17DD.

Células musculares esqueléticas de embrides de galinha cultivadas e infectadas in
vitro pelo virus da febre amarela 17DD. Infectadas na MOI 0,1 24 hpp [TO] / 24hpi.
Areas com — indicam fibras esqueléticas neoformadas infectadas, areas com *
indicam moblastos infectados, areas com P indicam precursores miogénicos
infectados, areas com m indicam fibroblastos infectados. Marcacdo para miosina
(amarelo), nacleo (azul), Pax7 (vermelho) e FA (verde). Microscopia confocal a laser.
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Figura 4.11 — Mi6citos foram observados infectados acompanhados por fibras
delgadas também infectadas e nucleos picnéticos.

Células musculares esqueléticas de embrides de galinha cultivadas e infectadas in
vitro pelo virus da febre amarela 17DD. Controle (A e B) e infectadas MOI 0,1 (C e
D) 48hpp [TO] / 48hpi. Areas com — indicam fibras musculares, areas com »
indicam midcitos e areas com Xx indicam fibroblastos. Marcacdo para miosina
(amarelo), nacleo (azul) e FA (verde). Microscopia confocal a laser.
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Figura 4.12 — Fibras musculares infectadas eram, em sua maioria, delgadas em
relacdo as nao infectadas e ao controle.

Células musculares esqueléticas de embrides de galinha cultivadas e infectadas in
vitro pelo virus da febre amarela 17DD. Controle (A e B) e infectadas MOI 0,1 (C e
D) 72hpp [TO]/ 72hpi. Areas com — indicam fibras musculares esqueléticas miosina
positivas, areas com * indicam fibroblastos e areas com P indicam midcitos.
Marcacédo para miosina (amarelo), nacleo (azul) e FA (verde). Microscopia confocal a
laser.
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4.2.1.2 Analise morfoldgica das células musculares esqueléticas de embrides
de galinha expostas ao virus da febre amarela 17DD apd6s 5 horas de

plagueamento (T5).

No primeiro ponto de andlise (29 hpp / 24 hpi), a cultura controle se mostrou
confluente. Em algumas regifes foi observado um numero grande de precursores
miogénicos e mioblastos. Raros midcitos também foram observados, além de muitas
fibras ja formadas, em sua maioria com numerosos nucleos. Também foram
observados diversos fibroblastos nessas culturas (Figura 4.13 A e B).

Nas culturas infectadas, em 24 hpi, foram observados mioblastos com
marcacao positiva para proteinas virais, 0s quais, em alguns momentos, pareciam
aderir a fibras musculares ndo infectadas. Foram observadas também algumas
fibras musculares delgadas infectadas. Algumas células com nucleo picnético,
sugerindo morte celular, também foram observadas. Neste ponto de andlise também
nao foram encontrados fibroblastos positivos para proteinas virais (Figura 4.13 C e
D).

No segundo ponto de andlise (53 hpp / 48 hpi), a cultura controle se mostrou
bastante confluente, com numero grande de fibras espessas e multinucleadas.
Foram observados alguns midécitos, as vezes aderindo a fibras. Apesar da densidade
das culturas controles e infectadas ser bastante semelhante nessa condicdo, foi
sugestivo que a cultura controle era mais densa em relacdo ao numero de células do
gue a cultura que foi infectada. Aqui também foram encontrados fibroblastos (Figura
4.14 A e B).

Analisando a cultura infectada, em 48 hpi, foi observado um nimero grande
de fibras longas e multinucleadas. Destas, poucas foram positivas para a marcagao
de proteinas virais. Tanto as culturas controles quanto as infectadas apresentaram
células com nucleo picnético, sugerindo que estas células estariam em apoptose.
Nas culturas infectadas, estas células parecem estar em maior nimero, inclusive
com campos especificos mostrando muitas células que estdo aparentemente
morendo. Porém debris celulares foram observados em maior intensidade nas
culturas infectadas, inclusive com marcacdo para proteinas virais. Também foram
observados alguns midcitos fracamente positivos para proteinas virais. Assim como
observado no ponto anterior, ndo foram encontrados fibroblastos positivos para

proteinas virais (Figura 4.14 C e D).
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No terceiro ponto de andlise (77 hpp / 72 hpi), a cultura controle se mostrou
bastante confluente, com um aumento perceptivel no nimero de fibroblastos. Foram
observadas também fibras musculares longas e espessas. Uma aparente diminuicao
no numero de fibras em comparacdo com o ponto anterior também pbde ser
observada, mas estas fibras aparentavam ser mais grossas, sugerindo um maior
grau de amadurecimento (Figura 4.15 A e B).

Nas culturas infectadas, em 72 hpi, ao contrario do controle, foi observado um
namero menor de fibras na cultura. Quando infectadas, estas eram delgadas e com
poucos nucleos. Assim como nos outros pontos de andlise, neste ndo foram
encontrados fibroblastos com marcacdo positiva para proteinas virais, apesar do

perceptivel dominio deste tipo celular na cultura (Figura 4.15 C e D).
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Figura 4.13 — Em momentos iniciais da infeccéo, preferencialmente mioblastos
foram observados infectados.

Células musculares esqueléticas de embrides de galinha cultivadas e infectadas in
vitro pelo virus da febre amarela 17DD. Controle (A e B) e infectadas MOI 0,1 (C e
D) 29 hpp [T5]/ 24 hpi. Areas com — fibras musculares esqueléticas, areas com *
indicam mioblastos infectados, areas com P indicam precursores miogénicos e
areas com x indicam nucleos picnoticos. Marcacao para miosina (amarelo), nucleo
(azul), Pax7 (vermelho) e FA (verde). Microscopia confocal a laser.
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Figura 4.14 — Raras fibras musculares foram observadas infectadas e um
aparente efeito citopatico esta associado a infeccao.
Células musculares esqueléticas de embrides de galinha cultivadas e infectadas in
vitro pelo virus da febre amarela 17DD. Controle (A e B) e infectadas MOI 0,1 (C e
D) 33 hpp [T5])/ 48 hpi. Areas com — indicam fibras musculares esqueléticas, areas
com * indicam debris celulares com marcacéo positiva para proteinas virais e areas
com X indicam nucleos picnoticos ou fragmentados. Marcagdo para miosina
(amarelo), nacleo (azul) e FA (verde). Microscopia confocal a laser.
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Figura 4.15 — Culturas infectadas possuiam fibras menos robustas em relacao
as fibras observadas no controle.

Células musculares esqueléticas de embrides de galinha cultivadas e infectadas in
vitro pelo virus da febre amarela 17DD. Controle (A e B) e infectadas MOI 0,1 (C e
D) 77 hpp [T5]/ 72 hpi. Areas com — indicam fibras musculares esqueléticas e areas
com x indicam fibroblastos. Marcacao para miosina (amarelo), nucleo (azul) e FA
(verde). Microscopia confocal a laser.
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4.2.1.3 Analise morfolégica das células musculares esqueléticas de galinha
expostas ao virus da febre amarela 17DD 24 horas apos o

plagueamento (T24)

No primeiro ponto de analise (48 hpp / 24 hpi), a cultura se mostrou bastante
confluente, com fibras muito espessas e longas. Em contraste ao primeiro ponto de
analise dos métodos de infec¢do anteriormente apresentados, nesta condi¢do foram
encontrados pouquissimos precursores miogénicos. Também foram observados
mioblastos em namero menor nesta cultura. Além disso, assim como nos outros
pontos, foram observados fibroblastos nas culturas (Figura 4.16 A e B).

Nas culturas infectadas, em 24 hpi, foram observadas fibras longas e
multinucleadas, algumas delas positivas para a marcacdo de proteinas virais.
Poucos mioblastos ou miocitos foram positivos para a marcagéo de proteinas virais.
Neste ponto de andlise, ndo foram encontrados fibroblastos positivos para marcagao
de proteinas virais (Figura 4.16 C e D).

No segundo ponto de analise (72 hpp / 48 hpi), assim como no ponto anterior,
a cultura estava bastante confluente, com diversas fibras musculares. Estas fibras
eram espessas, alongadas e com numerosos nucleos. Também foram observados
fibroblastos (Figura 4.17 A e B).

Nas culturas infectadas, em 48 hpi, foi observada uma menor quantidade de
fibras musculares, as quais eram mais delgadas do que as observadas no controle.
Algumas foram positivas para imunodeteccdo de proteinas virais, em proporcao
semelhante a observada em 24 hpi. Miécitos com marcacao positiva para proteinas
virais também foram observadas. Estas células estavam préximas a fibras
musculares e, algumas vezes, aderindo a estas fibras. Foram observadas células
com nucleo fragmentado; mas esse fenédmeno foi observado na cultura em menor
guantidade em comparacéo ao que foi observado nos outros momentos de infeccéo.
Neste ponto, também néo foram observados fibroblastos infectados (Figura 4.17 C e
D).

No terceiro ponto de analise (96 hpp / 72 hpi), assim como nos pontos
anteriores, a cultura apresentava alta densidade cellular e muitas fibras musculares,
as quais eram longas, espessas e multinucleadas, sugerindo um alto grau de
diferenciacdo. Também foram observados fibroblastos, os quais pareciam estar em
maior nimero em comparagdo com os pontos de andlise anteriores (Figura 4.18 A e
B).
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Nas culturas infectadas, em 72hpi, foi observada muita confluéncia, com
muitas fibras musculares negativas para proteinas virais. Entretanto, foram
observadas algumas fibras infectadas, espessas e delgadas. A incidéncia da
infeccdo frente & densidade da cultura parece ser baixa em todos os métodos de
infeccdo e pontos de analise. Muitos fibroblastos também foram observados;

entretanto permaneceram néo infectados (Figura 4.18 C e D).
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Figura 4.16 — Fibras musculares esqueléticas foram observadas infectadas em
24 hpi quando infectadas em T24.

Células musculares esqueléticas de embrides de galinha cultivadas e infectadas in
vitro pelo virus da febre amarela 17DD. Controle (A e B) e infectadas MOI 0,1 (C e
D) 48 hpp [T24]/ 24 hpi. Areas com — indicam fibras musculares esqueléticas, areas
com * indicam precursores miogénicos e areas com x indicam fibroblastos. Marcacéo
para miosina (amarelo), nucleo (azul), Pax7 (vermelho) e FA (verde). Microscopia
confocal a laser.
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Figura 4.17 — Fibras musculares e midcitos foram susceptiveis a infeccdo com
efeito citopatico associado em 48 hpi.

Células musculares esqueléticas de embrides de galinha cultivadas e infectadas in
vitro pelo virus da febre amarela 17DD. Controle (A e B) e infectadas MOI 0,1 (C e
D) 72 hpp [T24]/ 48 hpi. Areas com — indicam fibras musculares esqueléticas, areas
com * indicam miécitos e areas com x indicam células com nucleo cariorex com
marcacao para proteinas virais (x). Marcacao para miosina (amarelo), nucleo (azul) e
FA (verde). Microscopia confocal a laser.
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Figura 4.18 — Fibras espessas e delgadas foram observadas infectadas em
pequeno numero frente a confluéncia da cultura.

Células musculares esqueléticas de embrides de galinha cultivadas e infectadas in
vitro pelo virus da febre amarela 17DD. Controle (A e B) e infectadas MOI 0,1 (C e
D) 96 hpp [T24])/ 72 hpi. Areas com — indicam fibras musculares esqueléticas
multinucleadas. Marcacdo para miosina (amarelo), nucleo (azul) e FA (verde).
Microscopia confocal a laser.

82



Em todos os momentos de infeccao foi observada a marcacédo de particulas
virais em adensamentos perinucleares e em regides que sdo compativeis com a
localizacdo do reticulo sarcoplasmatico destas células. Por vezes, também foi
observado um padrdo de marcagdo vesicular que sugere a exocitose destas
particulas. Os resultados in vitro, até aqui apresentados, obtidos com a infeccdo da
cultura priméaria de células musculares esqueléticas de embrido de galinha em trés
momentos de infec¢do (TO, T5 e T24) utilizando o in6culo na MOI de 0,1, estao

resumidos na tabela abaixo:
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Tabela 4.2 — Resumo dos resultados da infec¢do da cultura primaria de células
musculares esqueléticas de embrido de galinha em trés momentos de infeccao
(TO, T5 e T24) utilizando o in6culo na MOl de 0,1

Infeccéo feita a MOl de 0,1
24 hpi 48 hpi 72 hpi
Confluéncia Baixa Média Alta
. Espessas e
Fibras musculares Neoformadas* P Espessas
o) delgadas
o
& | Progenitores/mioblas | Presentes/prese
c e ---/[poucos/alguns | ---/poucos/raros
8 tos/miocitos: ntes/poucos
Presentes em
. Presentes em .
Fibroblastos Presentes : . maior
maior quantidade :
guantidade
Confluéncia Baixa Média Baixa
Células infectadas |bras/precursor Fibras/midcitos .
es e mioblastos Fibras
= Efeito citopatico Pouco Pouco Pouco
indice de infecgédo Baixo Baixo Baixo
PFU/mL
Confluéncia Baixa Média Baixa
. Fibras/progentor . L
Células infectadas p g Fibras/midcitos :
es e mioblastos Fibras
L0
Efeito citopatico Pouco Alto Pouco
indice de infeccéo Baixo Baixo Baixo
PFU/mL ! 6x10 4,7x10*
Confluéncia Alta Média Alta
Fibras/precursor
Células infectadas es/mioblastos/mi Fibras/miécitos Fibras
< Ocitos
[QV
= Efeito citopatico Pouco Pouco Pouco
indice de infecgéo Baixo Baixo Baixo
PFU/mL . 8x10° 8x10°* - 4,1x10°*

* Fibras musculares neoformadas sdo aquelas que se originaram na cultura de

células.
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4.2.2 Anédlise morfoldgica da susceptibilidade a infec¢cdo de fibras musculares
esqueléticas de galinha expostas ao virus da febre amarela 17DD 120

horas ap6s o plaqueamento (T120)

Com o intuito de analisar a susceptibilidade a infeccdo de miofibras pelo virus
da febre amarela 17DD, uma cultura com 120 horas de plagueamento foi inoculada
com particulas virais. Esta cultura se apresentava bastante diferenciada e
confluente, com fibras espessas, longas, multinucleadas, distribuidas por toda
laminula. Por vezes estas fibras se entrelagcavam e aparentavam se fusionar. Abaixo
destas fibras foi observado um tapete de fibroblastos. A cultura nesse ponto estava
tdo confluente que os nucleos destas células estavam menores do que o observado
nos outros momentos de infecc¢ao (Figura 4.19 A e B).

As células das culturas infectadas foram analisadas apos 48 horas (168 hpp/
48 hpi) de exposi¢cdo aos virus, quando foram observadas fibras extremamente
espessas, com numerosos nucleos, infectadas (Figura 4.19 C e D). Devido ao grau
de diferenciacéo da fibra, foi possivel observar que a marcacao das proteinas virais
intercalava com a localizagdo da miosina (Figura 4.20), sugerindo que estas
particulas virais estariam no reticulo sarcoplasmatico destas fibras musculares, além

da marcacéao perinuclear, que foi bem visivel.
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Figura 4.19 — Miofibras foram susceptiveis a infec¢éo pelo virus 17DD.

Células musculares esqueléticas de embrides de galinha cultivadas e infectadas in
vitro pelo virus da febre amarela 17DD. Controle (A e B) e infectadas MOI 0,1 (C e
D) 168 hpp [T120]/ 48 hpi. Areas com * indicam fibras musculares esqueléticas n&o
infectadas e areas com — indicam fibras musculares esqueléticas infectadas.
Marcacédo para miosina (amarelo), nucleo (azul) e FA (verde). Microscopia confocal
a laser.
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Figura 4.20 — Proteinas virais intercalam com a marcacdo da miosina em
miofibras.

Células musculares esqueléticas de embrides de galinha cultivadas e infectadas in
vitro pelo virus da febre amarela 17DD; MOI 0,1, 168 hpp [T120]/ 48 hpi. Areas com
— indicam fibras musculares esqueléticas infectadas e areas com * indicam a
marcacdo de proteinas virais intercalando com a marcacdo da miosina. Marcacéo
para miosina (amarelo), nucleo (azul) e FA (verde). Microscopia confocal a laser.
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4.2.3 Avaliacdo da infeccdo de células musculares esqueléticas em cultura
pelo virus da febre amarela 17DD em diferentes MOI

A susceptibilidade e a permissividade de células musculares esqueléticas de
embrides de galinha em cultura frente a diferentes MOIs foram testadas pela
exposicdo destas células ao virus da febre amarela 17DD no momento do
plagueamento (T0). Para tal, foram escolhidas trés MOIs (0,1, 0,01 e 0,002)
analisados apos 24, 48 e 72 horas de infecgdo. Foi possivel observar em 48 e 72hpi
uma relacao inversa entre a MOI utilizada na infeccdo e o titulo viral detectado por
PFU apoés a coleta do sobrenadante (Grafico 4.2). A MOI de 0,002 apresentou o
maior titulo viral, quando comparado as outras concentra¢cdes. Assim como nos
testes anteriores, o pico de producao foi observado em 48 hpi, seguido por uma
ligeira queda em 72 hpi.

Grafico 4.2 — Analise da cinética da producédo de particulas virais infecciosas
pela cultura muscular esquelética de embrido de galinha, infectada no
momento do plagueamento com o virus da febre amarela 17DD em diferentes
multiplicidades de infec¢cdo (MOI).

2,00E+06

2,00E+05

2,00E+04

Particulas virais infecciosas/mL

2,00E+03
MOI0,1 MOI 0,01 MOI 0,002
M 24 hpi 2,15E+04 3,40E+04 5,85E+03
H 48 hpi 6,65E+04 5,83E+05 2,60E+06
i 72 hpi 1,18E+04 7,98E+04 2,78E+05

O lisado das células destas culturas foi analisado pela biologia molecular,
onde foi detectada a presenca do RNA gendmico e do intermediario replicativo pela
reacdo em cadeia polymerase (PCR). J& em 24 hpi, foi observada a presencga tanto

0 RNA genbmico quanto do intermediéario replicativo nas culturas inoculadas com a
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MOI de 0,1 e 0,01. Neste mesmo tempo nédo foi detectada a presenca de ambos
RNAs nas culturas inoculadas com a MOI de 0,002 (Figura 4.21). Em 48 hpi, todas
as amostram foram positivas para a detecgcdo do RNA gendmico e do intermediario
replicativo (Figura 4.21). Em 72 hpi foi detectado o RNA gendmico em todas as
amostras, entretanto o intermediario replicativo foi detectado apenas na cultura
inoculada com a MOI de 0,002, sendo negativo nas outras MOIs (Figura 4.21). Em
todos os tempos ndo houve deteccdo de material genético viral nas amostras

obtidas das culturas controles.

24 hpi

12 3 4 5 6 7 8 9

600bp

100bp

48 hpi

123 4 5 6 7 8 9

600bp

100bp

72 hpi

1 2 3 4 5 6 7 8 9

600bp

100bp

Figura 4.21 — A susceptibilidade da cultura a infeccdo pelo virus 17DD foi
confirmada pela detec¢cdo do RNA gendmico viral e do intermediario replicativo
por RT-PCR.

Deteccdo do RNA genémico e do intermediario replicativo do virus da febre amarela
17DD extraido do extrato de células musculares esqueléticas de embrido de galinha
infectadas in vitro no momento do plaqueamento (T0) nas MOls de 0,1; 0,01 e 0,002.
Reacdo em cadeia da polimerase. 1: Padrdao de 100pb, 2: RNA genémico MOI 0,1;
3: intermediario replicativo MOI 0,1; 4: RNA genémico MOI 0,01; 5: intermediario
replicativo MOI 0,01; 6: RNA gendmico MOI 0,002; 7: intermediério replicativo MOI
0,002; 8: RNA genbmico extraido da cultura controle; 9: intermediario replicativo
extraido da cultura controle.
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4.2.3.1 Analise morfolégica de células musculares esqueléticas em cultura
infectadas pelo virus da febre amarela 17DD em diferentes MOI no

momento do plagueamento (TO)

Células musculares de galinha foram analisadas quanto a morfologia 24, 48 e
72 horas ap6s serem infectadas com trés MOIs diferentes (0,1, 0,01 e 0,002) de
FA17DD. Todos os controles apresentaram padrao bastante similar ao j4 descrito
nos experimentos anteriores, e ndo houve diferenca de padrédo morfolégico entre as
concentracfes de indculo (Figura 4.9, Figura 4.11 A e B Figura 4.12 A e B, Figura
4.22 A e B, Figura 4.23 A e B, Figura 4.24 A e B, Figura 4.25 A e B, Figura 4.26 A e
B e Figura 4.28 A e B). No primeiro ponto de andlise (24 hpp), a cultura era pouco
confluente, com diversos mioblastos, alguns aderindo a fibras delgadas, miosina
positivas. Também foram observados fibroblastos (Figura 4.9, Figura 4.22 A e B e
Figura 4.25 A e B). No segundo ponto de analise (48 hpp) a cultura estava mais
confluente, com muitas fibras espessas proximas a outras delgadas. Observamos
poucos mioblastos e alguns midcitos (Figura 4.11 A e B, Figura 4.23 A e B e Figura
4.26 A e B). Com 72 horas, foi observada uma cultura confluente, com muitas fibras
multinucleadas, algumas mais delgadas, outras mais espessas, padrao este muito
semelhante ao observado em 48 horas com numero maior de fibroblastos (Figura
4.12 Ae B, Figura 4.24 Ae B e Figura4.28 Ae B).

As células infectadas no momento do plagueamento com MOI de 0,1
apresentaram padréo idéntico ao observado no experimento anterior, descrito no
item 4.2.1.1 (Figura 4.10, Figura 4.11 C, D, Figura 4.12 C, D).

Nos pontos submetidos a infeccdo com MOI de 0,01, foram observados 24 hpi
mioblastos e poucas fibras delgadas infectadas. A maioria das células infectadas
sdo mioblastos e estdo em grande numero na cultura. Foram observados também
mioblastos infectados se dividindo (Figura 4.22 C e D). Em 48 horas de infeccéo,
foram notados diversos midcitos infectados. Alguns grupos destas células
aparentavam se fusionar para formar uma fibra. De um modo geral, a cultura néo
pareceu resistir bem a infeccdo, apresentando poucas fibras formadas em
comparacao ao controle (Figura 4.23 C e D). Em 72 horas hpi, foram vistos poucos
midcitos infectados, rarissimas fibras com poucos nucleos e muitos debris celulares
gue se mostraram positivos para marcagdo de proteinas virais, indicando que
aparentemente estas células morreram como consequéncia da infeccéo (Figura 4.24
CeD).
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A cultura infectada com MOI de 0,002, em 24 hpi, apresentava baixa
confluéncia, semelhante ao controle, entretanto com menos fibras formadas. Poucos
midcitos infectados foram observados proximos a fibras musculares nao infectadas
(Figura 4.25 C e D). Em 48 hpi, foi notada uma extensa marcagéo de proteinas virais
em toda a cultura, bem distribuida por toda a laminula. Fibras musculares e mi6citos
apresentavam-se infectados (Figura 4.26 C e D). Em 72 hpi, ndo foram notadas mais
fibras musculares na cultura, apenas fibroblastos nao infectados foram vistos. Debris
celulares com marcacao positiva para proteinas virais espalhados por toda laminula
também foram observados (Figura 4.28 C e D). Quando comparada as demais
condicbes experimentais testadas neste trabalho, a MOI de 0,002 apresentou o
maior indice de infeccao (Figura 4.29 e Figura 4.30 — imagens em tile scan).

Em todas as MOlIs utilizadas foi observada a marcacéo de particulas virais em
adensamentos perinucleares e em regides que sao compativeis com a localizacao
do reticulo endoplasmatico das células musculares e dos fibroblastos. Marcacgao

semelhante com as outras condi¢cOes testadas em outros experimentos.
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Figura 4.22 — Mioblastos foram observados infectados com a MOI de 0,01 em
24 hpi.

Células musculares esqueléticas de embrides de galinha cultivadas e infectadas in
vitro pelo virus da febre amarela 17DD. Controle (A e B) e infectadas MOI 0,01 (C e
D) 24 hpp [TO)/ 24 hpi. Areas com — indicam fibras musculares esqueléticas, areas
com P indicam mioblastos infectados, areas com x indicam células infectadas em
mitose. Marcacdo para miosina (amarelo), nucleo (azul) e FA (verde). Microscopia
confocal a laser.
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Figura 4.23 — Mioblastos aglomerados e proximos a fibras musculares foram
positivos para o virus 17DD.

Células musculares esqueléticas de embrides de galinha cultivadas e infectadas in
vitro pelo virus da febre amarela 17DD. Controle (A e B) e infectadas MOI 0,01 (C e
D) 48 hpp [T0]/48 hpi. Areas com — fibras musculares esqueléticas, areas com »
indicam midcitos e areas com * indicam células com nucleo picnético com marcacao
para proteinas virais. Marcacdo para miosina (amarelo), nucleo (azul) e FA (verde).
Microscopia confocal a laser.
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Figura 4.24 — Debris celulares acompanhados de raros midcitos foram
observados positivos para febre amarela em 72 hpi.

Células musculares esqueléticas de embrides de galinha cultivadas e infectadas in
vitro pelo virus da febre amarela 17DD. Controle (A e B) e infectadas MOI 0,01 (C e
D) 72 hpp [TO)/ 72 hpi. Areas com — indicam fibras musculares esqueléticas, areas
com * indicam midcitos e areas com x indicam células com nucleo picnético ou
cariorex. Marcacao para miosina (amarelo), nucleo (azul) e FA (verde). Microscopia
confocal a laser.
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Figura 4.25 — Poucas células infectadas foram observadas em 24 hpi na MOl de
0,002.

Células musculares esqueléticas de embrides de galinha cultivadas e infectadas in
vitro pelo virus da febre amarela 17DD. Controle (A e B) e infectadas MOI 0,002 (C e
D) 24 hpp [TO)/ 24 hpi. Areas com — indicam fibras musculares esqueléticas, areas
com * indicam mioblastos infectados, areas com P indicam miocitos infectados e
areas com x indicam fibroblastos. Marcacao para miosina (amarelo), nucleo (azul) e
FA (verde). Microscopia confocal a laser.
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Figura 4.26 — Quase a totalidade das células musculares em diferentes
estagios de diferenciacdo na cultura de 48 hpi foram susceptiveis a infeccao
na MOI 0,002.

Células musculares esqueléticas de embrides de galinha cultivadas e infectadas in
vitro pelo virus da febre amarela 17DD. Controle (A e B) e infectadas MOI 0,002 (C e
D) 48 hpp [TO)/ 48 hpi. Areas com — indicam fibras musculares esqueléticas, areas
com P indicam midécitose areas com X indicam fibroblastos infectados. Marcacéo
para miosina (amarelo), nucleo (azul) e FA (verde). Microscopia confocal a laser.
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Figura 4.27 — Fibroblastos infectados foram observados na cultura de células
musculares esqueléticas pela primeira vez.

Células musculares esqueléticas de embrides de galinha cultivadas e infectadas in
vitro pelo virus da febre amarela 17DD. Infectadas MOI 0,002 (A e B) 48 hpp [T0]/ 48
hpi. Areas com — indicam fibras musculares esqueléticas infectadas e area com x
indicam fibroblastos infectados. Marcacdo para miosina (amarelo), nacleo (azul) e
FA (verde). Microscopia confocal a laser.

97



Figura 4.28 — Intenso efeito citopatico na cultura em 72 hpi.

Células musculares esqueléticas de embrides de galinha cultivadas e infectadas in
vitro pelo virus da febre amarela 17DD. Controle (A e B) e infectadas MOI 0,002 (C e
D) 72 hpp [TO]/ 72 hpi. Areas com — indicam fibras musculares esqueléticas nas
cultutas controles e areas com P indicam debris celulares com marcacdo para
proteinas virais. Marcacdo para miosina (amarelo), nucleo (azul) e FA (verde).
Microscopia confocal a laser.
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Figura 4.29 — Baixo indice de infeccdo da cultura primaria de células
musculars esqueléticas utilizando a MOI de 0,1.

Células musculares esqueléticas de embrides de galinha cultivadas e infectadas in
vitro pelo virus da febre amarela 17DD. MOI 0,1 96 hpp [T24]/ 72 hpi. Marcacao para
miosina (amarelo), nucleo (azul) e FA (verde). Microscopia confocal a laser.
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Figura 4.30 — Alto indice de infeccdo foi observado em 48 hpi na MOI 0,002,
guando comparado as demais MOI.

Células musculares esqueléticas de embrides de galinha cultivadas e infectadas in
vitro pelo virus da febre amarela 17DD. MOI 0,002 48 hpp [TO]/ 48 hpi. Marcacgéao
para miosina (amarelo), nucleo (azul) e FA (verde). Microscopia confocal a laser.
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Os resultados in vitro, apresentados até aqui, obtidos com a infeccdo da
cultura primaria de células musculares esqueléticas de embrido de galinha no
momento do plagueamento (TO) com diferentes concentragdes do inéculo (MOI 0,1;
0,01 e 0,002), estdo resumidos na tabela abaixo:
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Tabela 4.3 - Resumo dos resultados da infec¢do da cultura priméria de células
musculares esqueléticas de embrido de galinha no momento do plaqueamento
(TO) com diferentes concentra¢gdes do in6culo (MOI 0,1; 0,01 e 0,002)

Infeccéo feita no momento do plagueamento (TO)
24 hpi 48 hpi 72 hpi
Confluéncia Baixa Média Alta
. Espessas e
Fibras musculares Neformadas P Espessas
o) delgadas
o
=] . o Presentes
c | Mioblastos/midcitos: Poucos/alguns Poucos/raros
) /poucos
RNA gendmico Negativo Negativo Negativo
Interme. Replicativo Negativo Negativo Negativo
Confluéncia Baixa Média Baixa
, . Fibras/mioblast . S
Células infectadas Fibras/midcitos .
0s Fibras
;- Efeito citopatico Pouco Pouco Pouco
g indice de infecgédo Baixo Baixo Baixo
PFU/mL PREELal 6.6x10° \- 1,1x10°
RNA genbmico Positivo Positivo Positivo
Interme. Replicativo Positivo Positivo Negativo
Confluéncia Baixa Média Baixa
Células infectadas Elbras/ © Fibras/miécitos :
=) mioblastos Fibras
g Efeito citopatico Pouco Médio Pouco
= indice de infeccéo Baixo Baixo Baixo
PFU/mL
RNA genbmico Positivo Positivo Positivo
Interme. Replicativo Positivo Positivo Negativo
Confluéncia Alta Média Alta
Células infectadas Flbras/mlgblast Fibras/miécitos Fibras
os/midécitos
g Efeito citopatico Pouco Pouco Alto
2
O e
) Indice de infecgao Baixo Baixo Baixo
=
PFU/mML . 5,8x10° 2,6x10° ‘ 2,7x10°
RNA gendmico Negativo Positivo Positivo
Interme. Replicativo Negativo Positivo Positivo
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4.2.4 Avaliacdo de uma passagem do virus FA17DD produzido em cultura de

células musculares esqueléticas de Gallus gallus domesticus

Embora a producéo de particulas virais infecciosas ja tenha sido observada,
por PFU em cultura de células Vero, foi analisado também o comportamento da
producéo viral de particulas infecciosas em uma segunda passagem destes virus em
cultura. A passagem do virus produzido em cultura foi bem-sucedida. As células
musculares foram susceptiveis e permissiveis a infeccdo, apesar de ter sido
observada pouca diferenca em relacdo a producao de particulas virais infecciosas
guando analisadas por PFU. Foi observado um pico de produgcao em 48 hpi seguido
de uma ligeira queda em 72 hpi, sem aumento significativo de titulo viral (Gréfico
4.3).

Grafico 4.3 - Analise da cinética da producdo de particulas virais infecciosas
apos passagem do virus in vitro.
Comparacdo da producédo de particulas virais infecciosas das culturas infectadas

com o in6culo obtido de ovos embrionados (17DD #0) e do sobrenadante de culturas

primarias de células musculares esqueléticas(17DD #1).
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A analise pela reacdo em cadeia da polimerase do extrato de células das
culturas infectadas pela passagem #1 do virus demonstrou a presenca dos RNAs

genbmico e intermediario replicativo em todos os tempos analisados (Figura 4.31).
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Figura 4.31 - Confirmacdo da susceptibilidade da cultura de células
musculares a infec¢cdo pelo virus 17DD produzido pela cultura de células a
partir da deteccdo do RNA gendmico viral e do intermediario replicativo por
RT-PCR.

Detecgdo do RNA gendmico e do intermediario replicativo do virus da febre amarela
17DD #1 extraido do extrato de células musculares esqueléticas de embrido de
galinha infectadas in vitro no momento do plagueamento (TO) na MOI de 0,01.
Reacgédo em cadeia da polimerase. 1: Padréo de 100bp, 2: RNA gendmico 24 hpi; 3:
intermediario replicativo 24 hpi; 4: RNA genémico controle 24 hpi; 5: intermediario
replicativo controle 24 hpi; 6: RNA gendmico 48 hpi; 7: intermediario replicativo 48
hpi; 8: RNA gendmico controle 48 hpi; 9: intermediario replicativo controle 48 hpi; 10:
RNA gendmico 72 hpi; 11: intermediario replicativo 72 hpi; 12: RNA genbémico
controle 72 hpi; 13: intermediario replicativo controle 72 hpi;

As culturas infectadas com o virus produzido em cultura de células
musculares apresentaram um padrdo morfologico bastante similar as culturas
infectadas com o in6culo viral obtido da polpa embrionaria obtida por trituracdo dos
embrides inoculados com o lote semente por Biomanguinhos. Ambos indculos
utilizados possuiam MOI de 0,01. A analise morfologica das culturas controles e
infectadas com a MOI de 0,01 (#0), no momento do plaqueamento (TO), ja foi
descrita no item 4.2.3 No primeiro ponto de analise por imunofluorescéncia das
culturas infectadas com o virus produzido em cultura (#1) (24 hpp/ 24 hpi) foram
observados mioblastos infectados, muitos aderindo a fibras musculares. Poucas
fibras musculares infectadas foram notadas (Figura 4.32 A e B). No segundo ponto
de analise (48 hpp/ 48 hpi) menos células infectadas foram observadas em
comparacao ao primeiro ponto de analise, em sua maioria miécitos (Figura 4.32 C e
D). No ultimo ponto de andlise (72 hpp/ 72 hpi) foram vistos rarissimos midécitos
infectados, e alguns debris celulares com marcacao positiva para o virus da febre
amarela, aparentando um significativo efeito citopatico em relacdo ao controle
(Figura 4.32 E e F).
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Figura 4.32 — A infec¢cdo com o virus produzido pela cultura primaria de
células musculares esqueléticas foi bem sucedida, reproduzindo o padréo de
infeccao.

Células musculares esqueléticas de embrides de galinha cultivadas e infectadas in
vitro em TO pelo virus da febre amarela 17DD produzido em cultura (#1) na MOI
0,01. Ae B—24 hpi. Ce D — 48 hpi. D e E — 72 hpi. Areas com — indicam fibras
musculares esqueléticas infectadas, areas com * indicam mioblastos areas com »
indicam midcitos e areas observadas com m indicam debris celulares com marcacgéo
para proteinas virais. Marcagdo para miosina (amarelo), nucleo (azul) e FA (verde).
Microscopia confocal a laser.
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5 DISCUSSAO

Células musculares esqueléticas obtidas do musculo do peito e das patas de
embrides de galinha com onze dias de desenvolvimento foram suscetiveis e
permissivas a infec¢éo pelo virus da febre amarela 17DD em todas as condi¢fes as
quais as culturas foram submetidas neste trabalho. Morfologicamente a infec¢ao in
vitro mimetiza as caracteristicas observadas in vivo, havendo preferéncia inicial da
infeccdo em células musculares pouco diferenciadas.

No atual trabalho foram observadas fibras musculares esqueléticas de
embrides de galinha infectados com o virus da febre amarela 17DD o que corrobora
os dados observados anteriormente pelo nosso grupo, descritos em Manso et al.
(61,62). Nestes trabalhos foram encontradas marcacdes para proteinas virais em
adensamentos perinucleares e também acompanhando a estriacdo da fibra
muscular, padrédo de marcacéo este que se reproduziu no presente trabalho tanto in
Vivo quanto in vitro. Manso e colaboradores também descreveram que as primeiras
células a aparecerem infectadas no tecido muscular esquelético possuiam
morfologia sugestiva de mioblasto, e apenas em tempos posteriores as fibras
apareciam infectadas, sugerindo que o mioblasto seria o alvo da infeccdo e que a
fusdo destes mioblastos infectados a fibras musculares é que tornaria a fibra
infectada (62).

A miogénese envolve estagios de diferenciacdo da célula muscular que
diferem entre si morfolégica e fenotipicamente. Entretanto, nem sempre estes
estagios sao facilmente identificados, principalmente porque se trata de um processo
dindmico e ndo raramente encontramos células que estavam em estagio
transicional. Por conta disso, estabelecemos critérios morfolégicos e
imunofenotipicos para a designacdo das células presentes na cultura e nos
embribes (sumarizados na tabela 4.1), os quais foram baseados em dados
presentes na literatura (65,76,82,85). No entanto, se tratando da espécie Gallus
gallus, ha dificuldade de encontrar anticorpos que reconhecam proteinas do
programa miogénico destes animais. Neste trabalho ndo obtivemos sucesso com a
deteccdo de algumas proteinas do programa miogénico que foram testadas (MyoD,
Myf5 e Miogenina), o que dificultou a identificacdo precisa dos diferentes estagios de

diferenciacdo das células infectadas. Contudo, a caracterizagdo fenotipica destas
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células foi possivel através da deteccéo da expressao do fator de transcricdo Pax7 e
de moléculas de citoesqueleto (Desmina e Miosina).

Neste contexto, algumas células infectadas apresentaram-se em um estégio
de diferenciacdo que expressava o fator de transcricdo Pax7, o qual € expresso no
nacleo de células que estdo comprometidas com a linhagem miogénica, mas que
ainda ndo entraram no programa miogénico (67). Apesar de o Pax7 ser
constantemente referido na literatura como um marcador de células satélites (99—
101), estas células constituem uma populacdo de mioblastos adultos que neste
estadio de desenvolvimento ainda ndo estdo presentes em embrifes de galinha
(102). Sendo assim, estas células Pax7" infectadas com o virus FA17DD que
encontramos em embrides sado células precursoras, comprometidas com a linhagem
miogénica. Estas pertencem a populacdo de células que vao dar origem aos
mioblastos fetais, que € a populacdo predominante no estadio de desenvolvimento
embrionario utilizado para a producdo da vacina (102).

A susceptibilidade destes precursores também foi por no0s observada na
infeccdo experimental in vitro. Porém, neste sistema, a maioria das células
infectadas ja havia se diferenciado em mioblastos ou midcitos (24 hpi). Entretanto,
nao pode ser descartada a possibilidade de que estas células tenham sido
infectadas quando ainda eram precursoras que seguiram 0 programa de
diferenciacdo e, no momento da observacdo, ja teriam entrado no programa
miogénico, deixando de expressar o Pax7. Tanto in vivo quanto in vitro, foi notéria a
preferéncia da infeccdo por células indiferenciadas ou em estagios iniciais da
diferenciacdo, apesar de ter sido comprovada a susceptibilidade de fibras
musculares a infeccao pelo virus FA17DD (T120). Nossos dados complementam
aqueles encontrados por Manso et al. (61,62) e contribuem para o entendimento da
infeccdo pelo virus da FA em tecido muscular esquelético de embrides nos moldes
utilizados para a produc¢éo da vacina.

Manso et al. também apontaram o tecido muscular esquelético de embrides
de galinha como o principal sitio de replicacdo viral e descreveram uma intensa
infeccdo neste local até 96 hpi (62). A analise mais tardia do musculo destes
embri6es por imunofluorescéncia, realizada nesta dissertacdo, mostrou uma fraca
marcacao para proteinas virais com 120 horas que se extingue entre 144 e 168 hpi.
Esta dindmica de infeccdo corrobora os dados encontrados por Fox e Laemmert em
1947 que, ao estudarem a producdo viral em diversos tecidos de embrides de

galinha, detectaram o maior titulo no tecido muscular esquelético entre 72 e 96 hpi,
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gue decrescia consideravelmente em seguida (103). Em paralelo, enquanto a
concentracdo de particulas virais presentes no tecido muscular diminui a partir de
120 hpi, a quantidade de células do tecido nervoso central infectadas pelo 17DD
aumenta nestes embrides (62). Embora ndo tenha sido objeto deste trabalho,
observamos em embrides com 120 hpi uma marcagdo mais difusa e com maior
intensidade no tecido nervoso dos nossos animais.

Considerando que a infeccdo de embrides de galinha é realizada no 9° dd,
essa janela temporal de menor expressao de proteinas virais (120 a 168 hpi)
corresponde a 14 a 16 dd. E descrito que, nessa fase do desenvolvimento, ocorre
uma mudanca da populacdo de mioblastos, de fetais para adultos (102). Sendo
assim, podemos sugerir que aquelas células Pax7" infectadas vdo dar origem a
mioblastos fetais. Talvez o estabelecimento da infeccdo do virus FA17DD em
embribes de galinha dependa de uma populacdo de células que ocorra
predominante apenas numa determinada janela do desenvolvimento embrionario. A
destruicéo de fibras musculares infectadas somada a indisponibilidade de mioblastos
fetais poderiam, em conjunto, ser responsaveis pela cura espontanea da infeccéo
neste tecido.

Outra explicacdo possivel para tal esgotamento seria a producéo de interferon
(IFN). Interferons s&o moléculas da resposta imune que possuem grande
importancia em infecgdes virais (104). Sao descritos diversos tipos de interferons em
mamiferos, diferente do que ocorre em aves, onde a descricdo destas moléculas é
escassa (105). Em galinha sédo descritos na literatura os IFNs -a, -, -y e -A, sendo
os dois primeiros produzidos principalmente por fibroblastos e os dois ultimos por
células do sistema imune e células epiteliais, respectivamente (105). Recentemente,
foi caracterizado o IFN -k sendo produzido também em cultura de fibroblastos de
embrido de galinha (106). Sabe-se que fibroblastos obtidos de embrido de galinha
de 10 e 11 dd séo capazes de produzir interferon in vitro frente a infec¢des virais por
virus do Sarcoma de Rous (107) e virus da Doenca de Newcastle (108), além de
serem responsaveis pela inibicdo de virus Chikungunya (109). E descrito na
literatura a producdo de interferon ex vivo pela membrana corioalontoica de
embrides de galinha entre 10-11 dias de desenvolvimento apds a infec¢ao pelo virus
da Influenza (110).

No tocante especifico a producdo de citocinas por células musculares
esqueléticas de galinha in vitro, ja foi demonstrado que estas, em resposta a

infeccdo pelo virus da Influenza, produzem citocinas pro-inflamatoérias, como o Fator
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de Necrose Tumoral a (TNF -a,) e o IFN - (111), sugerindo que esta célula também
poderia exercer alguma resposta antiviral frente a infec¢cdo por virus da febre
amarela, talvez também explicando, ao menos em parte, a resolugdo espontanea da
infeccdo. Entretanto ndo h& descricdo na literatura sobre a producdo in vivo de
interferon por embrides infectados pelo virus da febre amarela. Sabe-se apenas que
uma resposta imune humoral ndo seria responsavel por inibir a infecgdo, uma vez
gue estes embrides ndo produzem anticorpos neutralizantes quando inoculados com
o virus vacinal da FA, apenas quando particulas virais persistem no sangue destes
animais ap0s o nascimento, o que ocorre com a metade dos embrides, segundo Fox
e Laemmert (103).

A literatura mostra que, nos momentos iniciais da infecgcdo em embrides de
galinha (até 96 hpi), em contraste com grande quantidade de células infectadas,
poucas figuras de lesdo celular associada a presenca do virus sao observadas por
Hematoxilina e Eosina in vivo. Dentre estas, ha um discreto aumento de corpos
apoptoticos presentes em diversos tecidos, inclusive no tecido muscular esquelético,
em 72 e 96 hpi (61,62). No nosso trabalho, observamos figuras apoptoticas em 48
hpi em aspecto e intensidade semelhantes aos relatados por estes autores, e
também em 120 hpi, coexistindo com desorganizacéo das fibras musculares e com
marcacdo para proteinas virais fraca e escassa. Esta desorganizacdo do tecido
muscular esquelético foi relatada em pacientes humanos, infectados por herpes
zoster, tendo sido relacionada a uma provavel decorréncia de degeneracao de fibras
musculares (112). Com 144 hpi o tecido ja esta reorganizado na maioria das regioes,
com poucos focos de desorganizacao, presenca de debris e granulécitos, evoluindo
para o reestabelecimento da organizacdo com 168 e 216 hpi, o que coincide com a
auséncia da deteccdo de proteinas virais. Cabe ressaltar que néo foi observada a
presenca de infiltrado inflamatério em nenhum dos pontos observados, apesar de
ser descrita a presenca de leucdcitos e linfocitos em niveis significativos a partir do
décimo dia de desenvolvimento de embrides de galinha (113).

No tocante a apoptose observada, ndo ha como precisar se esta esta
associada ou ndo a infeccdo, visto que o processo apoptético é fisiologicamente
presente enquanto processo natural de crescimento e remodelamento tecidual
durante a embriogénese. No entanto, observamos que este evento ocorre com mais
frequéncia nos animais infectados do que nos controles, o que sugere que, ao
menos em parte, algumas células estejam entrando em apoptose por conta da

infeccgéo.
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Da mesma forma, in vitro também foi observada uma intensa infeccdo das
células musculares com 48 hpi, embora com pouco efeito citopatico associado,
tendo sido perceptivel a maior presenca de corpos apoptéticos nas culturas
infectadas. O aspecto morfol6gico destas culturas mostrava padrdo heterogéneo,
com areas nas quais este fenbmeno era mais intenso. Em 72 hpi, a0 mesmo tempo
em que observamos a diminuicdo do titulo viral, ocorre o aumento das figuras
apoptoticas e deste efeito citopatico, com comprometimento da viabilidade das
células musculares infectadas. Essa triade efeito citopético - presencga de proteinas
virais — titulo viral, que também foi observada nos embrides, sugere que a morte de
células competentes efou a producdo de fator(es) inibitorio(s) inviabilize a
persisténcia da infeccao.

A competéncia de células musculares esqueléticas na producdo de outros
virus também ja foi relatada na literatura. Culturas primarias de células musculares
esqueléticas humanas, de galinha e de patos, sdo susceptiveis e permissiveis a
infec¢do pelo virus da Influenza (111,114,115). Diferentemente do que observamos
na infecgéo por febre amarela (17DD), onde inicialmente ocorre uma preferéncia da
infeccdo em células pouco diferenciadas, a infeccdo por influenza in vitro ocorre
preferencialmente em fibras musculares diferenciadas, enquanto mioblastos sé&o
resistentes a infeccdo (111,115). Em células musculares esqueléticas humanas foi
observado por PFU um pico de producao do virus da Influenza A em 48 hpi seguido
de um decréscimo do titulo viral, provavelmente em consequéncia da morte celular

(115), dado este que se assemelha a cinética de producéao viral do nosso modelo.

Tecido muscular esquelético humano € susceptivel in vivo a infeccdo pelo
virus Chikungunya que, assim como o virus da febre amarela, € um arbovirus.
Bidpsias de musculo e culturas primarias de células musculares humanas revelaram
gue este virus infecta preferencialmente células satélites. Heller e colaboradores, em
seu trabalho, utilizaram a localizacdo tecidual das células infectadas e a sua
morfologia em cultura para determinar o estagio de diferenciacdo da célula
muscular. No entanto, eles nao realizaram marcacao de Pax7 de forma a confirmar o
tipo celular infectado (116).

A infeccdo in vitro de células satélites humanas também foi observada pelo
virus da Dengue, que pertence a mesma familia e género do virus da febre amarela
(117). Esta cultura também produziu IFNs frente a infeccdo por Dengue,

corroborando outros dados da literatura que analisaram a expressdo de citocinas
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pro-inflamatdrias em resposta a infecgées virais (107,109,111,117). Outro flavivirus
onde a infeccdo de cultura primaria de células musculares humanas também foi
descrita é o virus do Oeste do Nilo (118). Em conjunto, esses artigos apontam para
a extensa susceptibilidade deste tipo celular a infec¢ao por diversos virus e reforcam
a validade deste modelo para o estudo destas infec¢cdes em células musculares
esqueléticas, envolvendo desde aspectos relacionados a patogénese, até
mecanismos imunolégicos.

Embora haja todos estes dados apontando para a susceptibilidade da célula
muscular in vitro para outros virus, € importante ressaltar que a cultura primaria de
células musculares esqueléticas ndo é uma cultura pura (85). Sabe-se que, no
tecido muscular esquelético, além de células musculares, existem fibroblastos que
estdo compreendidos no tecido conjuntivo (63). Por conta disso, apos a dissociacéo
enzimatica e mecanica do tecido, para o estabelecimento de culturas primarias, é
muito dificil eliminar estes fibroblastos da cultura, o que torna o cultivo de células
musculares esqueléticas uma cultura mista (85). Diferente da célula muscular, que
tem seu potencial mitético diminuido conforme o avancar do programa de
diferenciacdo até que estas ceélulas sejam incapazes de se dividir (65), os
fibroblastos ndo apresentam essa diminuicdo do seu potencial proliferativo, e ainda
proliferam mais rapidamente do que mioblastos e precursores miogénicos, incluindo
células satélites (119), o que justifica 0 aumento deste tipo celular conforme o
avanco do tempo de cultivo. Neste trabalho, ndo foram feitas marcacbes que
caracterizassem estes fibroblastos, mas € descrito na literatura que estes expressam
Tcf4, logo este marcador poderia ser utilizado em trabalhos futuros para melhor
caracterizacdo das células presentes na cultura. Os fibroblastos também
desempenham um papel importante na regeneracdo muscular in vivo, modulando a
ativacdo das células satélites e atuando na secrecdo da matriz extracelular (120—
122) e, in vitro, estas células atuam na miogénese estimulando a proliferacdo de
células miogénicas e influenciando a formacao de fibras musculares (123).

Tendo entdo por base de um lado a infeccdo preferencial de células
musculares de embrides de galinha frente a presenca do virus FA 17DD, e de outro
a utilizac&o de cultivo de células musculares para producéo de outros virus in vitro,
nos propomos entéo, pela primeira vez, a realizar infecdo experimental de cultivo
primario de células musculares de embrido de galinha com virus vacinal da febre
amarela 17DD. No entanto, em se tratando de um ensaio inédito, foi necessario criar

um delineamento experimental original. Em um primeiro momento, arbitramos uma
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MOI de 0,1 e estudamos culturas infectadas e controles apos 24, 48 e 72 hpi. Além
disso, por ndo sabermos a priori se o ideal seria infectar as células antes do
plagueamento ou ap6s um determinado tempo de estabelecimento da cultura,
infectamos no momento do plaqueamento (T0), além de 5 (T5) e 24 (T24) hpp. Cada
um destes momentos reflete um aspecto distinto do tecido muscular encontrado nos
embrides, e as células estariam em contato com as particulas virais em diferentes
condicdes e/ou fases de diferenciacdo da célula muscular. No primeiro momento de
infeccdo (TO0), os precursores miogénicos e mioblastos oriundos do tecido
embrionario foram expostos ao virus da febre amarela 17DD ainda em suspensao
(90), ou seja, estas células acabaram de ser isoladas do embrido e ainda néo
aderiram ao substrato da cultura, o que significa que possuem pouca ou nenhuma
influéncia da adaptagdo ao sistema durante o inicio da infeccdo. No segundo
momento de infeccdo (T5), estes precursores e mioblastos recém-isolados ja estao
aderidos ao substrato no momento da exposi¢cdo ao virus (90), o que, de certa
forma, se aproxima do que é encontrado in vivo, visto que estas células séo
naturalmente aderentes. No terceiro momento (T24), as células estédo se alinhando e
fusionando na cultura (91), o que também reflete uma caracteristica encontrada in
Vivo, visto que estes embrides estdo em desenvolvimento, portanto suas células
musculares estdo em constante processo de fusdo; porém, neste momento a
cultura, possui uma disponibilidade menor de células pouco diferenciadas, uma vez
gue grande parte delas ja saiu do ciclo celular e entrou no programa miogénico (65).

Em todos os momentos de infeccdo (TO, T5 e T24), foram observados ja em
24 hpi, precursores miogénicos e mioblastos infectados. Chamou, no entanto, a
atencdo a baixa propor¢do de precursores miogénicos (Pax7") infectados frente a
populacédo de células Pax7” total, o que contrasta com uma maior quantidade de
mioblastos infectados. E possivel que os mioblastos positivos para proteinas virais
no momento da andlise tenham sido infectados quando ainda eram precursores
miogénicos. A cultura infectada no momento do plagueamento (T0), a0 menos em
tese, teria mais precursores miogénicos em comparag¢do com as demais condicfes
de infeccdo (T5 e T24), o que explicaria, ao menos em parte, 0 maior titulo viral
produzido nesta condicdo. N&ao obstante, cabe lembrar que, por restricdo
metodolégica, as culturas infectadas em TO permaneceram por mais tempo em
contato com o indculo viral. Isso se deve ao fato de ndo ser possivel retirar o in6culo
viral nas primeiras cinco horas apds o plaqueamento, periodo durante o qual as

células estao realizando adeséo ao substrato. Apesar dessa diferenca no método de
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infecgdo e no titulo viral, morfologicamente essas culturas foram bem semelhantes
entre si, com uma aparente manutencao no indice de infeccdo. Embora nossos
dados sugiram uma infecgao preferencial em precursores miogénicos, ndo esta claro
quais seriam 0s motivos para tal preferéncia; na literatura, ha exemplos de cultivos in
vitro infectados com diferentes virus que mostram diferentes padrfes, tanto mais
voltados a células imaturas (chikungunya e dengue) quanto a mais diferenciadas
(virus da influenza) (109,111,117).

Nestas culturas, é possivel perceber um padrdo de producao viral: com 24
hpi, € observada uma producdao inicial que aumenta com 48 hpi, quando chega ao
apice da producdo in vitro, e reduz apés 72 hpi. Freire e colaboradores descreveram
um método eficiente de producdo de virus FA 17DD em cultura primaria de
fibroblasto embrionario de galinha, onde eles também observaram um pico de
producédo em 48 hpi (54). O momento de infeccao utilizado por estes autores foi 24
horas ap6s o plagueamento, que seria equivalente ao T24 deste trabalho. Apesar de
se tratarem de dois tipos celulares distintos, o pico de producéo viral em 48 hpi se
repete em ambas as culturas, nos permitindo inferir que, de certa forma, o virus
mantém suas caracteristicas biologicas entre os modelos.

Cabe ressaltar que a cultura primaria de células musculares esqueléticas néao
€ sincronizada, ou seja, no momento do estabelecimento da cultura, as células
semeadas sao heterogéneas e em diferentes estagios de diferenciacdo. Nesse
sentido, é possivel observar, por exemplo, a formacéo precoce de fibras musculares
ja com 24 hpp, provavelmente decorrente de células musculares mais diferenciadas,
coabitando com células imaturas. Entretanto, mesmo onde ja havia fibras formadas,
estas raramente foram encontradas infectadas, o que s6 foi observado a partir de
tempos posteriores (48 hpi), corroborando tanto os dados observados in vivo (62),
como a hipotese de que células pouco diferenciadas teriam um papel importante no
estabelecimento da infeccdo. Essa diferenca de estagios de diferenciacdo poderia
estar influenciando na susceptibilidade da infeccao.

Nesse sentido, para verificar se 0s progenitores miogénicos e mioblastos
seriam essenciais para o0 estabelecimento da infec¢do in vitro, infectamos uma
cultura composta por fibroblastos e fibras musculares diferenciadas e maduras. A
infeccdo realizada com o in6culo na MOI de 0,1 foi bem-sucedida nestas condi¢des,
onde observamos fibras bastante espessas infectadas. O conjunto dos resultados

aqui apresentados e discutidos sugere que todos os estagios de diferenciacdo de
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células musculares sdo susceptiveis a infeccdo, embora esta inicie-se
preferencialmente em células pouco diferenciadas.

Mesmo frente ao sucesso da infec¢cdo, chamou atencdo o baixo indice de
infeccdo nos diferentes momentos de inoculacdo testados. Uma hipbtese para
explicar este achado estaria relacionada ao método de obtencéo de particulas virais
utilizadas para infectar a cultura. Uma vez que o in6culo possuia moléculas oriundas
de embrides infectados, talvez a presenca destas moléculas seja responsavel, ao
menos em parte, pelo baixo indice de infeccdo in vitro. Uma possibilidade é a ja
mencionada producao de interferons, a qual, no entanto, ainda nao foi descrita em
embrides infectados pelo virus FA17DD.

Sendo assim, testamos concentracdes menores do inéculo no intuito de
balancear a quantidade de virus disponivel e a de moléculas inibidoras da infecgéo.
A infeccéo feita no momento do plagueamento (TO) foi entdo escolhida para dar
seguimento aos experimentos das diferentes MOIs. A MOI de 0,1 foi mantida como
parametro de comparacao, e inoculos 10x e 50x mais diluidos foram testados, sendo
eles MOI de 0,01 e 0,002, respectivamente. Esta ultima MOI foi a concentracdo do
in6culo utilizado por Freire e colaboradores na tentativa de desenvolvimento da
vacina produzida em cultura primaria de fibroblasto de embrido de galinha, no qual
foi obtido um alto titulo viral (54). Comprovando a hipotese inicial, a producéo viral in
vitro foi inversamente proporcional a concentracdo do indculo. Conforme a
concentracdo do inoculo foi reduzida, foi observado um aumento do titulo viral,
chegando ao apice de producédo nas culturas infectadas com a MOI de 0,002. O
padrdo de producédo viral observado no experimento dos momentos de infeccao se
repetiu, comecando com uma producdo basal em 24 hpi, alcancando o pico de
producédo em 48 hpi e decaindo o titulo em 72 hpi.

Os dados morfologicos encontrados corroboram os titulos obtidos por PFU e
reforcam a hipotese de que talvez moléculas inibidoras provenientes do embrido
estivessem interferindo na infec¢do in vitro, protegendo as células. Em 72 hpi foi
observado um maior efeito citopético, especialmente na MOI de 0,002. Talvez este
evento tenha ocorrido pela extensa infeccdo das células musculares. Outra
possibilidade seria a producdo enddgena de citocinas inibidoras da producéo viral
pelos fibroblastos presentes nessa cultura, visto que esse tipo celular é capaz de
produzir estas moléculas in vitro frente a infec¢des virais (105) e que a producdo
destas citocinas em cultura de células musculares esqueléticas ja foi descrita para

outros virus (109,111), inclusive Flavivirus (117). A presenca de interferon, endégeno
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ou exdgeno, somada a morte celular poderia ser responsavel pelo decaimento do
titulo viral em 72 hpi.

Para verificar se as particulas virais produzidas em cultura primaria de células
musculares esqueléticas de embrido de galinha poderiam reinfectar estas células, foi
realizado um experimento onde virus existentes no sobrenadante de uma cultura
infectada (#1) foram utilizados como inéculo para infectar uma nova cultura. Esse
experimento foi feito com a MOI de 0,01 onde foi comprovada a capacidade destes
virus em infectarem novas células in vitro (#1). Portanto, como ainda ha células
musculares disponiveis em 72 hpi em algumas condicbes de cultura, apesar da
diminuicdo do titulo, talvez houvesse um novo pico de producdo em 96 hpi,
considerando que estas células serdo infectadas e passarédo entdo a produzir novas
particulas virais.

A ratificacdo da susceptibilidade e permissividade das células pela deteccdo
do RNA gendmico e do intermediario replicativo das culturas infectadas em TO com
diferentes MOIs e com o virus #1, sustenta os dados obtidos pelas técnicas de
imunofluorescéncia e PFU. A ndo deteccdo de material genético em 24 hpi da
cultura infectada com a MOI de 0,002 corrobora o baixo titulo viral obtido por PFU.
Apesar do material utilizado para realizacdo de cada técnica ser diferente,
sobrenadante para o PFU e extrato de células para a PCR, a baixa concentracéo de
particulas virais infecciosas junto a auséncia de deteccdo de RNAs virais e a
escassez de células infectadas observadas pela microscopia, sdo condizentes entre
si. Em 48 hpi, a0 mesmo tempo em que ocorre 0 pico da producdo viral, foi
detectado o RNA gendmico e o intermediario replicativo em todas as MOIs, inclusive
nas culturas infectadas com o virus #1. Em 72 hpi, quando o titulo viral comeca a
decair e as células infectadas na cultura também sdo pouco observadas, o
intermediério replicativo ndo é detectado nas MOIls de 0,1 e 0,01, sugerindo que, de
fato, a infeccdo esta se esgotando. Na MOI de 0,01, apesar do titulo viral da cultura
infectada com o virus #1 ser ligeiramente menor do que o titulo da cultura infectada
com o virus #0 em 72 hpi, a primeira amostra (#1) ainda possui o intermediario
replicativo em niveis detectaveis, diferente da segunda amostra (#0), o que
demonstra, ainda que de forma preliminar, que o periodo da replicacdo viral persiste
nas culturas que foram inoculadas com o virus obtidos in vitro. Estudos futuros
referentes a caracterizagdo destas particulas virais produzidas pela cultura de
células sdo necessarios para elucidar se ocorre alguma modificacdo na passagem

do virus FA17DD em cultura primaria de células musculares de embrido de galinha.
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Em conjunto, os dados encontrados no desenvolvimento deste trabalho
contribuem para o entendimento da infeccdo de FA17DD em ovos embrionados de
galinha e nos levam a perspectiva de desenvolvimento de um método alternativo de
producdo da vacina, baseado em modelo de cultura de células, o que vem sendo
proposto e buscado por diferentes grupos (53-56). Entretanto, é preciso aprofundar
os estudos referentes a infeccdo in vitro de células musculares, no intuito de
comprovar a viabilidade de utilizacdo deste sistema para produ¢cdo em maior escala,
bem como caracterizar as particulas virais produzidas por este novo sistema.

A producdo de virus vacinais atenuados em cultura de células musculares
esqueléticas de embrides de galinha seria um modelo de producdo que se aproxima
mais do que ocorre in vivo, se tornando entdo uma potencial plataforma para o
desenvolvimento de um meétodo alternativo que mantenha a eficiéncia da vacina
produzida em ovos embrionados, porém com menos proteinas de galinha/dose.
Além disso, um alto titulo viral neste sistema tornaria a producdo mais eficaz,
resultando na utilizacdo de menos embrides, como ja foi observado por Freire e
colaboradores (54). Estes autores utilizaram culturas de fibroblastos de embrido de
galinha como plataforma de producdo, mas o teste deste candidato vacinal em
macacos Rhesus mostrou um aumento do neurotropismo em comparacdo ao 17DD
produzido em ovos embrionados, o que resultou na descontinuagéo do trabalho. Os
autores sugeriram que o substrato de crescimento poderia ter selecionado um
determinado grupo de 17DD mais neurovirulento (54).

Como em embrides de galinha o tecido muscular esquelético € o mais
infectado e o principal responsavel pela biossintese de particulas virais (61,103), ha
uma possibilidade de que a producdo em cultura de células musculares de embrides
de galinha reproduza melhor o fenétipo encontrado na vacina. O estabelecimento de
um processo de producdo mais eficiente permitiria uma economia da utilizacdo do
lote semente e possibilitaria a producéo da vacina em escala suficiente para atender

a demanda de vacinacao em areas onde a doenca é endémica.
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6 CONCLUSOES

e A andlise histopatologica de embrides infectados aos 9 dd, revela a producéo
de virus por células musculares Pax7" apos 48 hpi;

e A mesma abordagem demonstra o esgotamento da infeccdo em 120 hpi,
associado a uma desorganizacgao do tecido muscular.

e Células musculares esqueléticas provenientes de embrides de galinha com
11 dias de desenvolvimento s&o susceptiveis e permissiveis a infecgdo in vitro
pelo virus da febre amarela 17DD;

e Embora células musculares em todas as fases de diferenciacdo tenham sido
encontradas expressando proteinas virais, precursores miogénicos (Pax7’) e
mioblastos séo alvos preferenciais da infeccao;

e Celulas musculares esqueléticas sédo preferencialmente infectadas, apesar da
presenca de muitos fibroblastos in vitro. Estes fibroblastos apresentam
infeccdo apenas em condi¢des de extensa replicagao viral;

e Em todas as condicOes testadas, a producdo viral in vitro alcanca o seu apice
apos 48 hpi e decai apos 72 hpi;

e Os virus produzidos pelas células musculares in vitro sdo capazes de infectar

novas culturas;

Perspectiva: O modelo de cultura de células musculares esqueléticas parece
reproduzir o padrdo de infeccdo observado in vivo, sugerindo que este seja
um bom modelo para o estudo da infeccdo pelo virus da febre amarela e

potencial modelo para desenvolvimento de um candidato vacinal.
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