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RESUMO

A vacina da febre amarela 17D (YFV-17D) é bastante segura e uma dose Unica
confere imunidade potente e duradoura. Por essas e outras caracteristicas,
diferentes tecnologias tém sido propostas para a utilizagdo da cepa 17D como vetor
vacinal. Estratégias promissoras para o desenvolvimento de novas vacinas tém se
baseado na construgdo de quimeras YFV-17D com insercdo de sequéncias
heter6logas e producdo em larga escala de replicons empacotados em particulas
pseudo-infecciosas (PPIs), no entanto, ainda nado existe um consenso da melhor
estratégia a ser utilizada para esses fins. O presente estudo teve por objetivo avaliar
diferentes estratégias de construgao para a utilizagdo do YFV-17D como vetor
vacinal. Para isso foram construidos duas quimeras do YFV-17D com inser¢cao de
um gene reporter YFP (Yellow Fluorescent Protein) na jungédo E/NS1 e dois replicons
subgendmicos do YFV-17D expressando o gene reporter luciferase. Para a
producao de PPIs foi desenvolvida a linhagem HEK-YFV-prM/E-opt. O YFV-YFP-
SSE revelou instabilidade genética com perda do gene YFP e correlagdo negativa
entre expressao de proteinas virais e do gene repérter. O YFV-YFP-DENV1linker
mostrou-se estavel geneticamente com expressido eficiente de YFP e proteinas
virais, e mostrou-se ser o mais adequado para ser utilizado como vetor viral. Os
replicons do YFV-17D mostraram-se funcionais e capazes de expressar
eficientemente o gene heterdlogo. E, embora a linhagem HEK-YFV-prM/E-opt tenha
expressado as proteinas estruturais prM e E eficientemente, poucas particulas
pseudo-infecciosas foram produzidas. Diante do exposto, as diferentes estratégias
de manipulacdo genética do YFV avaliadas neste trabalho constituem ferramentas
viaveis e aplicaveis ao processo de desenvolvimento de vacinas, havendo, porém,
necessidade de otimizacdo dessas estratégias para assegurar maiores seguranga e
eficacia.

Palavras-chave: Virus da febre amarela — genética. Vacinas sintéticas. DNA
recombinante. Replicon.
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ABSTRACT

The yellow fever vaccine 17D (YFV-17D) is safe and a single dose confers lasting
and powerful immunity. For these, different technologies have been proposed for the
use of YF-17D strain as a vaccine vector. Promising strategies for the development
of new vaccines has been based on chimeric YFV-17D with insertion of heterologous
genes and subgenomic replicons packaged into pseudo-infectious particles (PIPs).
However, there is still no consensus in the best strategy to be used for such
purposes. This study aimed to evaluate different strategies for building for the use of
YFV-17D as a vector vaccine. For that were constructed two chimeric YFV-17D with
insertion of a reporter gene YFP (yellow fluorescent protein) at E/NS1 junction and
two subgenomic replicons of YFV-17D expressing the luciferase reporter gene. For
the production of PIPs a recombinant cell line were developed (HEK-YFV-prM/E-opt).
The YFV-YFP-SSE showed genetic instability with loss of the YFP gene and negative
correlation between expression of viral proteins and reporter gene. The YFV-YFP-
DENV1linker proved to be genetically stable with efficient expression of YFP and viral
proteins, and proved to be the most suitable for use as a viral vector. The replicons of
YFV-17D were shown to be functional and able to efficiently express heterologous
gene. And although the cell line HEK-YFV-prM/E-opt has expressed efficiently
structural viral proteins prM and E, a few of pseudoinfectious particles were
produced. In this light, the different strategies of genetic manipulation of YFV
measured in this study are feasible and applicable tools to the process of vaccine
development, however, the optimization of these strategies is important to ensure
greater safety and efficacy.

Keywords: Yellow fever virus - genetic. Synthetic vaccines. Recombinant DNA.
Replicon
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1 INTRODUCAO

A Febre Amarela (Yellow fever - YF) € uma arbovirose endémica nas regides
tropicais da Africa e Américas, causando surtos isolados ou epidemias de impacto
variavel em saude publica. Estima-se que mais de 900 milhdes de pessoas vivam
em dareas de risco. Na Africa, onde apresenta maior disseminagdo, a doenca é
endémica em 34 paises. Na América do Sul, nos ultimos 20 anos, sua ocorréncia
tem sido registrada em nove paises: Brasil, Bolivia, Coldmbia, Equador, Guiana
Francesa, Paraguai, Peru, Venezuela e Argentina.

A YF é considerada uma das doengas mais letais e temidas nas Américas. A
sua ocorréncia esta associada a um amplo espectro de sinais e sintomas, que
variam de moderados a graves e morte. As taxas de mortalidade mundial s&o
elevadas, situando-se entre 5 a 10% e as taxas de letalidade dos casos graves sao
maiores e, no Brasil, oscilam entre 40 e 60%.

A vacina viva atenuada 17D, desenvolvida na década de 30, mudou a historia
da doenga no mundo e constitui a medida mais importante de prevencdo da YF.
Essa vacina foi usada como base para o desenvolvimento de outras vacinas
atenuadas e sua importancia em salvar milhares de vida em todo o mundo conferiu
ao pesquisador Theiler, reponsavel pelo seu desenvolvimento, o Prémio Nobel de
Medicina em 1951. A vacina da YF & considerada muito segura e uma dose Unica
confere protecao por pelo menos 10 anos, e possivelmente por toda a vida. Uma
imunidade protetora é conferida em 95% das pessoas vacinadas num periodo de
uma semana, € embora alguns efeitos adversos tenham sido relatados apds
imunizagbes com a vacina 17D, ndo ha comprometimento da sua eficacia e
seguranga.

Baseado na seguranca e confiabilidade da vacina YF-17D, ainda hoje essa
cepa vacinal tem servido de modelo para o desenvolvimento de novas vacinas e
diferentes tecnologias tém sido propostas para a utilizagdo do virus da YF (Yellow

fever virus - YFV) 17D como vetor vacinal.
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1.1 Historico

A YF teve origem na Africa e foi importada para a Europa e Américas em
consequéncia do trafico de escravos entre esses continentes (BARRETT; MONATH,
2003). O primeiro relato epidémico no hemisfério oeste foi durante o ano de 1648 em
Yucatan, México, embora ja tivesse se manifestado no Caribe em 1498 (GUBLER;
KUNO; MARHOFF, 2007). Durante os séculos XVII, XVIII, XIX e inicio do século XX
epidemias devastadoras ocorreram nas regides tropicais das Américas, cidades
costeiras da América do Norte e na Europa (TOMLINSON; HODGSON, 2005).

Embora muitos aspectos da doenga permanecessem desconhecidos até o
século XIX, algumas observacdes foram associadas a sua ocorréncia: a doenga
apresentava-se nas formas epidémica e endémica; era associada com regides
portudrias; novos surtos eram frequentemente associados com a chegada de navios
oriundos de regides que apresentavam focos da doenga; um “germe” transmissivel
foi suspeito de ser o agente causal; um intervalo de tempo fora do hospedeiro era
necessario para torna-lo infeccioso, porém, sem transmissao direta e a recuperagao
da doencga conferia imunidade duradoura (FRIERSON, 2010). No século XIX, foi
reconhecido que a YF néo era contagiosa e a fonte de infec¢do foi atribuida aos
miasmas ambientais (STAPLES; MONATH, 2008).

Em 1881, o cubano Carlos Finlay sugeriu que um mosquito fosse o vetor do
agente causador da YF, porém, somente em 1900, durante uma guerra entre EUA e
Espanha, é que Walter Reed e seus colaboradores demonstraram a natureza
filtravel do agente, que poderia ser filtrado a partir do sangue de pacientes
infectados, e que a sua transmissdo era mediada por mosquitos Aedes aegypti
(GUBLER; KUNO; MARHOFF, 2007). Campanhas para o controle do vetor
realizadas nesta época em Havana, Panama, Santos, Rio de Janeiro e outros
centros urbanos resultaram no desaparecimento da doenca das vastas zonas
tropicais americanas. Do mesmo modo, medidas de controle contra esse mosquito
adotadas no Equador, Peru, Coldbmbia, América Central e México foram seguidas do
completo desaparecimento da doenca (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 1999)

Em 1927, Mahaffy e Bauer realizaram o primeiro isolamento do YFV inoculando
sangue de um paciente de Ghana em macaco Rhesus. Este virus ficou conhecido
como cepa Asibi que deu origem a cepa vacinal 17D (STAPLES; MONATH, 2008).
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Em 1930, Theiler demonstrou que camundongos eram susceptiveis a doenga apos
inoculacdo intracerebral e constituiam um modelo animal mais adequado do que
macacos para a YF (STAPLES; MONATH, 2008). Apés inoculagdes intracerebrais
em camundongos, o virus da YF tornava-se simultaneamente mais neurotrépico e
menos viscerotropico quando reinoculado em macaco Rhesus (FRIERSON, 2010).

Tentativas de atenuacgido para uso vacinal foram realizadas posteriormente, e
em 1937 Theiler e Smith desenvolveram a vacina YF-17D. A cepa Asibi foi
empiricamente atenuada por 176 passagens em cultura de células de galinhas e
camundongos resultando na perda do vicerotropismo e competéncia vetorial, ou
seja, perda da capacidade de ser transmitido pelo vetor (THEILER; SMITH, 1937b),
sem comprometimento da sua capacidade em induzir resposta imune protetora em
macacos e humanos. Essa cepa atenuada foi designada YF-17D em referéncia ao
numero de cultivos em tecidos de embridbes de galinha a que foi submetido
(THEILER; SMITH, 1937a). A cepa 17D foi usada como base para o
desenvolvimento de outras vacinas e foi responsavel por salvar milhares de vidas,
por essa razao, Theiler recebeu o Prémio Nobel de Medicina em 1951 (STAPLES;
MONATH, 2008).

Nessa mesma época, o YFV foi isolado de um homem acometido pela doenca
no Senegal e foi atenuado apds 128 passagens em cérebros de camundongos. Essa
cepa ficou conhecida como a “cepa francesa” e resultou na vacina YF neurotrépica
francesa (GUBLER; KUNO; MARHOFF, 2007) que foi usada na erradicacdo da
doenga nos paises africanos de lingua francesa em 1960. Devido a ocorréncia
elevada de casos de encefalite apds vacinacdo com a cepa francesa, o uso dessa
vacina foi abandonado em 1982 (GUBLER; KUNO; MARHOFF, 2007; STAPLES;
MONATH, 2008).

Na década de 40, foi implementado um sistema de lotes-semente e controle
das subcepas vacinais para evitar alteragdes indesejaveis nas propriedades
biolégicas da vacina (CAMACHO et al.,, 2004). Atualmente, sdo usadas duas
subcepas YF-17D (17D-204 e 17DD) como vacina, com mais de 500 milhdes de
doses ja administradas (GARDNER; RYMAN, 2010).

A maioria das industrias utilizam a subcepa 17D-204 (passagem 204),
enquanto o Brasil utiliza a subcepa 17DD, que representa uma linhagem de
passagem independente da original 17D. A vacina YF-17D (17D-204) é produzida no

Reino Unido (Medeva Pharma Ltd.), nos EUA e Franca (Aventis-Pasteur) e a
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subcepa 17DD é produzida no Brasil pelo Instituto Biomanguinhos (GARDNER;
RYMAN, 2010; PUGACHEV et al., 2002).

1.1.1 Febre amarela no Brasil

O primeiro relato de ocorréncia da YF no Brasil foi em Recife, Pernambuco
(1685). Um ano depois, foram relatados 25.000 casos da doenca e 900 mortes na
Bahia, correspondendo a primeira descricdo de epidemia de YF no Brasil
(FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 1999).

A elucidacao do ciclo de transmissao da YF urbana incentivou programas de
controle e prevengao focados no controle do vetor A. aegypti, resultando na queda
dramatica no numero de epidemias e incidéncia da doenga (GUBLER, 2004).

O sucesso das campanhas sanitarias iniciadas em 1691 assegurou um periodo
de siléncio epidémico por cerca de 150 anos no pais, interrompido pelo
reaparecimento da doengca em Salvador na Bahia, em 1849, com 2.800 mortes.
Neste mesmo ano, a instalagao de A. aegypti no Rio de Janeiro provocou a primeira
epidemia da doenca naquele estado, na qual mais de 9.600 pessoas foram
acometidas, com o registro de 4.160 6bitos (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE,
1999).

Apés oito anos da confirmacao, por Carlos Finlay, de que o Stegomyia fasciata
ou A. aegypti era o transmissor da febre amarela, Adolpho Lutz relatou um caso de
febre amarela silvestre sem a ocorréncia de larvas ou adultos do mosquito
Stegomyia fasciata em 1889, porém, este fato foi desconsiderado na ocasido
(FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 1999).

Entre os anos de 1937 e 1955, o uso da vacina anti-amarilica no Servigo de
Profilaxia da Febre Amarela (1937), em conjunto com a aplicagédo de medidas de
controle vetorial houve uma redug¢ao na ocorréncia da doenca no Brasil. A primeira
erradicacdo do A. aegypti no Brasil foi confirmada em 1955, porém o mosquito foi
reintroduzido em 1963 e uma nova erradicagao foi alcangada no inicio da década de
70. Entretanto, apds a ultima reintroducdo em 1976 essa espécie tem se dispersado

pelo territério brasileiro e esta presente em todos os estados. Casos de YF
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relacionados a transmissdo no ambiente silvestre ocorrem periodicamente no
territorio brasileiro (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 1999).

Nos ultimos 20 anos foram notificados 587 casos de YF silvestre, com 259
mortes. O maior numero de registros de casos foi em Minas Gerais (n=104), seguido
pelo Maranhao (n=90), Goias (n=88), Para (n=84), e Amazonas (n=43) (BRASIL,
2011).

As regides Norte e Centro-Oeste contribuiram com os maiores numeros de
casos do periodo de 1990 a 2010, com 94 mortes em 178 casos e 80 mortes em 150
casos, respectivamente. A regido sul, registrou seus primeiros casos, dessas duas
décadas, entre os anos de 2008 e 2009 com 10 mortes em 23 casos da doenca no
Rio Grande do Sul. Casos de YF silvestre s&o relatados esporadicamente na regido
Sudeste, no entanto, surtos ocorridos em Minas Gerais (2003) e em Sao Paulo
(2008) resultaram em 21 e 11 mortes, respectivamente. Nao ha registro de YF
silvestre no Nordeste desde o ano 2000 e os ultimos casos no pais foram
notificados em 2010 no Para (n=1) e Mato Grosso do Sul (n=1) (BRASIL, 2011).

1.2 O virus da febre amarela

1.2.1 Classificacao

O YFV pertence ao género Flavivirus, que representa o género prototipo da
familia Flaviviidae (KUMMERER, 2006). Esta familia inclui patdégenos virais,
causadores de doengas graves e mortalidade em humanos e animais, classificados
em trés géneros: Flavivirus, Pestivirus e Hepacivirus (LINDENBACH, THIEL; RICE,
2007).

O género Flavivirus compreende mais de 70 virus, incluindo alguns de
importancia global como o virus da dengue (Dengue virus - DENV), o virus da
encefalite japonesa (Japonese encephalitis virus — JEV), o virus do oeste do Nilo
(West Nile virus - WNV), o YFV e o virus da encefalite transmitida pelo carrapato
(Tick-Borne encephalitis virus —TBE). Dentro do género, os virus podem ser

categorizados em complexos antigénicos de acordo com critérios sorolégicos ou em
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grupos, classes e espécies de acordo com caracteristicas filogenéticas moleculares
(LINDENBACH, THIEL; RICE, 2007).

1.2.2 Estrutura e expressao génica

Os Flavivirus possuem particulas esféricas pequenas (40-60nm de diadmetro)
compostas de uma molecula de RNA, cadeia simples e polaridade positiva. O
nucleocapsideo é envolto por um envelope bilipidico, em que duas proteinas sao
inseridas: proteina do envelope (E) e a proteina da membrana (M), ou o seu
precursor prM (proteina precursora da membrana) (KUMMERER, 2006).

O genoma do YFV ¢é infeccioso e consiste de um RNA de aproximadamente 11
kilobases (kb). O genoma codifica uma unica poliproteina de 10.233 nt cuja fase
aberta de leitura (Open reading frame — ORF) é flanqueada por duas regides nao
traduzidas: regidao 5’ nao-codificadora (UTR) com uma estrutura Cap e uma 3’-UTR
desprovida de cauda poli-adenilada (RICE et al., 1985). As regides 5-UTR e 3’-UTR
compreendem, respectivamente, 120 e 500 nt, os quais apresentam sequéncias
essenciais para a replicagdo do genoma viral (CORVER et al., 2003).

O processamento da poliproteina viral é realizado por proteases virais e
celulares para gerar 10 proteinas virais (Figura 1). A ordem das proteinas
codificadas na orientagdo 5’-3’ € a seguinte: C-prM/M-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-
NS4A-NS4B-NS5, sendo trés proteinas estruturais — capsideo (C), membrana (M,
expressada como precursor prM) e envelope (E) - codificadas pela regidao amino —
terminal (N-terminal) da poliproteina; e sete proteinas nao-estruturais (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) codificadas pela regido carboxi-terminal (C-
terminal) (LINDENBACH, THIEL; RICE, 2007; RICE et al., 1985). Além disso, dois
pequenos peptideos hidrofébicos sao liberados da poliproteina. Um deles é derivado
da extremidade C-terminal da proteina C durante a maturagéo viral, e o outro
corresponde a um pequeno fragmento liberado entre as proteinas NS4a e NS4b,
chamado de 2K baseado no seu tamanho (KUMMERER, 2006).
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Figura 1. Representagao esquematica do genoma e do processamento da poliproteina do
virus da febre amarela.
Fonte: Sampath; Padmanabhan (2009).

A proteina C (aproximadamente 11 KDa) estd associada com o
empacotamento do genoma viral e formag¢ao do nucleocapsideo (CHAMBERS et al.,
1990a). As proteinas prM e E, assim como todo o restante da poliproteina, sao
translocadas para o reticulo endoplasmatico (RE) durante a replicagao viral. A
proteina M (8 KDa) é traduzida como um precursor, prM (26 KDa), que € processado
durante o periodo de maturacdo viral. A proteina prM forma um complexo
poligomérico com a proteina E, dessa forma protegendo o peptideo de fusdo de
modificagdes irreversiveis em compartimentos acidos durante o transporte dos
virions para a superficie celular (KUMMERER, 2006). A porcdo C-terminal da
proteina prM/M contém um dominio transmembrana que funciona como sinal para
localizagdo no RE e possui papel na formagéao do envelope viral (OP DE BEECK et
al., 2003; OP DE BEECK et al., 2004).

A proteina E representa a maior proteina do envelope do YFV (53-54 KDa).
Possui atividade hemaglutinante, peptideo de fuséo e sitio de ligagdo ao receptor
celular, além de constituir o principal alvo de anticorpos neutralizantes, € uma
proteina de membrana tipo 1 que se apresenta como homodimeros na particula viral
madura (LINDENBACH, THIEL; RICE, 2007). Cada mondmero é constituido por trés
dominios externos (ectodominio): O dominio |, corresponde a regidao central do
ectodominio da proteina E com epitopos do subcomplexo e tipo especifico; O
dominio Il, projeta na superficie viral entre as regides transmembranas das
subunidades do homodimero e apresenta epitopos de reagao cruzada; O dominio lll,
localiza-se na porcdo C-terminal da proteina e é responsavel pela ligacao a

receptores celulares. Possui estrutura semelhante a imunoglobulina e tem relagéao
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com a viruléncia de determinadas cepas virais e ligagdo de anticorpos
neutralizantes. O peptideo de fusdo esta localizado no dominio Il, e anticorpos
neutralizantes sao produzidos contra o dominio Ill. (LINDENBACH, THIEL; RICE,
2007; CRILL; CHANG, 2004).

A regido stem-anchor localiza-se na extremidade C-terminal do ectodominio de
cada mondémero da proteina E e acomoda essa proteina na membrana do RE
(ZHANG et al., 2003). A regido stem-anchor € composta pelos ultimos 100 aa da
proteina E (ALLISON et al., 1999). Essa regiao inclui duas estruturas alfa-hélices na
regidao stem (H1 e H2), uma regido conservada (CS) separando essas hélices e dois
segmentos transmembrana (TM1 e TM2) na porgdo ancora (Figura 2): H1 parece
estar associada com a formagao dos trimeros de proteina E; H2 é importante para a
estabilidade de dimeros prM-E; CS é altamente conservada entre os Flavivirus, no
entanto sua fungdo nao € bem definida; TM1 contribui para a estabilidade de prM/E
heterodimeros (ALLISON et al., 1999) e TM2 serve como sequéncia sinal para a
proteina nao-estrutural (NS) NS1 (CRILL; CHANG; 2004). Interagbes entre TM1 e
TM2 sao importantes na formacgao do envelope viral (OP DE BEECK et al., 2003).

I
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« H2 stem
COOH v
N
™1 .| [ R
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Figura 2. Representacdo esquematica da proteina E dos Flavivirus.

Fonte: Adaptado de Allison et. al (1999).

Nota: Os trés dominios da proteina E estao representados pelas estruturas (I, Il e lll). e a
posi¢do do peptideo de fusdo esta indicada no dominio Il. As estruturas da regidao stem-
anchor estao representadas (H1 e H2; CS; TM1 e TM2).

Trés proteinas néo-estruturais sdo altamente conservadas entres os Flavivirus,
NS1 (38-41 KDa), NS3 (68-70 KDa) e NS5 (100-103 KDa). A NS1 participa da
replicacdo da fita negativa de RNA, pode ser encontrada tanto associada a

membrana de células infectadas quanto no meio extracelular e inibe a ativacdo da
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cascata do sistema complemento (LINDENBACH; RICE, 1997; 1999). A NS3
participa da replicagéo viral com as fungdes de protease (CHAMBERS et al., 1990b;
LEE et al.,, 2000; STOCKS; LOBIGS, 1998) e nucleotideo trifosfase/helicase
(WENGLER, 1993). A NS5 é a maior proteina viral e também a mais conservada.
Possui atividade polimerase de RNA dependente de RNA (CHAMBERS et al.,
1990a; STEFFENS; THIEL; BEHRENS, 1999) e contém sequéncias encontradas em
outras polimerases de RNA viral (STEFFENS; THIEL; BEHRENS, 1999). NS2A,
NS2B, NS4A e NS4B sao proteinas hidrofébicas que participam da replicagao viral,
porém, pouco conservadas entre os Flavivirus em nivel de aa. NS2A (22 KDa)
parece ser necessaria para o processamento correto de NS1; NS2B (14 KDa)
participa do complexo de replicacdo em associacdo com a NS3; NS4A (16 KDa)
interage com NS1 formando os complexos de replicacdo e a NS4B (27 KDa)

colocaliza com NS3 nos sitios de replicagdo (CHAMBERS et al., 1990a).

1.2.3 Ciclo replicativo

A replicacdo do YFV envolve a producdo de 10 proteinas nas células
infectadas. Numerosas evidéncias existem de que as interagcdes entre o virus e a
célula hospedeira sdo extremamente complexas, tais como a adaptacdo da
maquiNarla celular hospedeira para sua replicagdo e o antagonismo ou escape das
respostas antivirais (GARDNER; RYMAN, 2010).

A replicagdo dos Flavivirus ocorre associada a membranas e o0s estagios
iniciais envolvem a entrada em células susceptiveis pela endocitose mediada por
receptor. O rearranjo conformacional da glicoproteina E ocorre no ambiente de baixo
pH endossomal, que facilita a fusdo da membrana lipidica viral com a membrana
endossomal, com a consequente liberacdo do nucleocapsideo viral no citoplasma.
Em seguida, ocorre a tradugao imediata do genoma viral. A tradugéo nos Flavivirus é
dependente de Cap e inicia no primeiro codon AUG proximo a extremidade 5 do
genoma. Os processamentos co- e pos-traducionais da poliproteina em proteinas
individuais envolve clivagens sequenciais por proteases virais e celulares
(LINDENBACH, THIEL; RICE, 2007)

Apoés a traducio e processamento das proteinas virais inicia-se a replicacao do
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RNA genbmico. As proteinas n&o-estruturais virais se associam para formar o
complexo replicase. Esse complexo reconhece estruturas secundarias presentes na
extremidade 3’ do genoma viral e a polimerase NS5 (RNA polimerase dependente
de RNA) inicia a sintese de copias de RNA genémico de fita negativa que serve de
molde para o RNA gendmico de fita positiva. A sintese de RNA viral &€ assimétrica
com acumulo de 10 vezes mais de RNA gendmico de fita positiva em relagédo ao de
fita negativa (KUMMERER, 2006).

A montagem das particulas virais imaturas ocorre no RE, onde o RNA
gendémico forma um complexo com a proteina C e é empacotado pela membrana do
RE contendo heterodimeros das proteinas M e E (GARDNER; RYMAN, 2010).
Particulas subvirais podem ser formadas durante a replicacdo de Flavivirus,
consistindo de envelope viral contendo proteinas M e E, porém, desprovido de
nucleocapsideo (ALLISON et al., 1995; KUMMERER, 2006; SCHALICH et al., 1996).
Durante a montagem e transporte das particulas virais imaturas para a membrana
plasmatica e posterior liberagcdo no meio extracelular, o precursor da proteina M
(prM) protege a proteina E de alteragdes conformacionais irreversiveis. A maturacao
ocorre no complexo trans-Golgi com clivagem da prM por furinas celulares e
rearranjo da proteina E, com consequente liberagdo das particulas infecciosas por
exocitose (GARDNER; RYMAN, 2010).

1.3 Aspectos epidemiologicos da febre amarela

1.3.1 Transmissao

A YF é uma arbovirose e possui dois padrées epidemioldgicos de ocorréncia: o
silvestre e o urbano (Figura 3). Entre eles ndo ha diferengas etioldgicas, clinicas e
fisiopatoldgicas, sendo distinguiveis apenas pela cadeia de transmissédo, ou seja,
hospedeiros e espécies de vetores envolvidos na transmissdo (BRASIL, 2005a).

O ciclo de transmissao primaria envolve primatas ndo-humanos (macacos) e
mosquitos. Na América do Sul, os principais transmissores sdo mosquitos dos
géneros Haemagogus e Sabethes (BRASIL, 2005a). O homem pode ser infectado
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quando participa acidentalmente do ciclo enzodtico natural (FA silvestre). Na
populagcdo humana, geralmente o aparecimento de casos é precedido de epizootias
em primatas ndo humanos (BRASIL, 2005b).

Os pacientes mais acometidos pela YF silvestre sdo geralmente individuos
jovens do sexo masculino realizando atividades agropecuarias e de extracdo de
madeira, que adentram a floresta sem vacinagdo prévia, porém um numero
crescente de turistas, mulheres e criangas tem sido relatado (VASCONCELOQOS,
2002). Essa forma epidemiolégica da YF constiui uma ameacga as populagdes rurais
€ um risco permanente para a introdugao do virus nas grandes cidades e pequenas
localidades infestadas pelo mosquito A. aegypti (VASCONCELQOS, 2003).

No ciclo urbano, o virus é transmitido de homem a homem pela picada da
fémea do mosquito A. aegypti infectada pelo YFV. Nao ocorre participacdo de
animais silvestres e 0 homem € o hospedeiro responsavel pela infeccdo do mosquito
(GUBLER; KUNO; MARHOFF, 2007; VASCONCELOQOS, 2003). No entanto, desde
1942 nao ha relatos de YF urbana no Brasil (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE,
1999).

Na Africa, um ciclo intermediario ocorre nas savanas, envolvendo a
transmissao de YF por Aedes spp. que ocupam areas peridomiciliares atingindo a
populagcdo humana que reside ou trabalha em locais ao redor de florestas. Neste
ciclo, o virus pode ser transmitido de macacos para humanos ou entre humanos por
esses mosquitos (GERSHMAN; SCHROEDER; STAPLES, 2011).

Aedes aegypti
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Figura 3. Ciclos de transmissao da febre amarela.
Fonte: Adaptado de Gubler (2004).
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1.3.2 Distribuigdo geografica

A YF é endémica na Africa, Américas do Sul e Central, e Caribe (Figura 4). A
maioria dos casos nessas regides € atribuida aos ciclos de transmisséo silvestre. No
entanto, casos de transmissdo urbana podem ocorrer periodicamente na Africa e
esporadicamente na América do Sul (CENTER FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2010; TOMORI, 2004). Dois tergcos dos paises africanos estido
localizados em areas de risco de YF, uma populagcao de 610 milhdes de pessoas
com mais de 219 milhdes vivendo em areas urbanas (ORGANIZACAO MUNDIAL
DA SAUDE, 2011).

Nas Américas, paises como Bolivia, Brasil, Colébmbia, Equador, Peru e
Venezuela sdo considerados areas de risco. Embora a doenga cause, geralmente,
apenas casos esporadicos e pequenos surtos, os principais centros urbanos das
Américas tém sido reinfestados com A. aegypti, tornando-se vulneraveis a
ocorréncia da doenca devido & baixa cobertura vacinal (ORGANIZACAO MUNDIAL
DA SAUDE, 2011).
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Figura 4. Areas de risco de infecgao belo virus da febre amarela.
Fonte: Adaptado de Gershman; Schroder; Staples (2011).

A densidade e habitats do Aedes aegyptitem se expandido em areas urbanas
e rurais, com o vetor infestando novamente regides das quais tinha sido
anteriormente erradicado (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2011) (Figura 5).
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Figura 5. Distribuicdo geografica do Aedes aegypti nas Américas, nos anos 30, 70 e em 2004.
Fonte: Gubler (2004).

A doenca tem carater sazonal, ocorrendo com maior frequéncia em épocas em
que os fatores ambientais propiciam o aumento da densidade vetorial. No Brasil,
esse periodo compreende os meses de janeiro a abril (BRASIL, 2011). Na regido da
Amazdnia e outras areas endémicas do Brasil tém sido relatados surtos epizodticos
a cada cinco a sete anos. Essa periodicidade é provavelmente devido a renovagao
de populagbées de macacos, e ndo apenas da populagéo dos vetores (Haemagogus
e Sabethes), mesmo considerando a sua transmissao vertical e trans-ovariana
(VASCONCELOS, 2003).

A partir do desaparecimento da forma urbana, em 1942, do Brasil, houve
ocorréncia apenas de casos de YF silvestre e os focos endémicos até 1999 estavam
situados nas regides Norte e Centro-Oeste, além de areas pré-amazbnicas do
Maranhao e oeste de Minas Gerais. A expansao da circulacdo vetorial no sentido
leste e sul foi observada durante os surtos ocorridos entre os anos de 2000 e 2003,
areas anteriormente livres do vetor (GUBLER, 2004; BRASIL, 2005b).

O carater dindmico da epidemiologia da doenga no pais levou a criagao de uma
nova delimitacdo das regides brasileiras para direcionamento e aplicagdo de
medidas mais adequadas para o controle e prevencao da YF. Foram assim
redefinidas: (a) area com recomendagdo de vacina, correspondendo aquelas
anteriormente denominadas endémica e de transi¢cdo, incluindo o sul de Minas
Gerais, anteriormente considerado “area indene de risco potencial’; e (b) area sem

recomendacao de vacina, correspondendo as “areas indenes”, incluindo também o
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sul da Bahia e norte do Espirito Santo, que antes eram consideradas “areas indenes
de risco potencial” (BRASIL, 2005b) (Figura 6).

® Area com recomendagéo de vacina para FA
Area sem recomendacgao de vacina para FA

Figura 6. Distribuicdo da febre amarela por areas de recomendagéao vacinal no Brasil.
Fonte: Brasil (2009).

A reinfestacao de extensas areas do territério brasileiro pelo A. aegypti trouxe a
possibilidade de re-estabelecimento do ciclo urbano do virus no pais, extinto desde
1942. Um grupo de fatores pode ser considerado de risco para reurbanizacdo da
febre amarela no pais e, dentre eles estdo a expanséo territorial da infestagcao do A.
aegypti, sua presenca em areas de circulagdo do virus amarilico; presenga do A.
albopictus em estados das regides endémicas e de transigdo; areas urbanas
infestadas por A. aegypti proximas de areas de risco para febre amarela silvestre;
intenso processo migratério rural-urbano, levando a possibilidade de importagdo do

virus amarilico dos ambientes silvestres para os urbanos (BRASIL, 2005b).

1.4 Manifestacdes clinicas da febre amarela

A YF é uma febre hemorragica viral tipica. Possui muitas caracteristicas em

comum com outras febres hemorragicas, porém é caracterizada por injuria hepatica
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grave. A doenca pode variar de assintomatica a severa. Apos um periodo de
incubacao de trés a seis dias, a doencga inicia abruptamente com febre e dor de
cabeca e a recuperagdo ocorre em poucos dias (GARDNER; RYMAN, 2010;
MONATH, 2008).

Nos casos mais graves, a progressédo da doenga € marcada pelo aparecimento
de fraqueza muscular intensa, nauseas, vOmitos, ictericia, dores de cabeca e
lombossacral, insuficiéncia renal, choque e hemorragia, frequentemente
manifestando o sinal de Faget (febre alta com bradicardia). As taxas virémicas
durante este periodo, chamado de periodo de infeccdo, sao suficientes para
transmissao pela picada de mosquitos. Um periodo de remissao ocorre em 24 horas,
caracterizado pela auséncia de virus na circulagdao (GARDNER; RYMAN, 2010).

Cerca de 20% dos pacientes sdo acometidos pelo periodo de intoxicagdo que
corresponde ao reaparecimento de uma forma mais grave da doenga, com febre
alta, vomitos, dor epigastrica, prostragédo, desidratagdo. Um quadro de coagulopatia
hepato-induzida manifesta-se por hemorragias intensas com o caracteristico “vémito
preto” (hematémese, hemorragia gastrointestinal) (GARDNER; RYMAN, 2010).

Aproximadamente 15% das pessoas infectadas desenvolvem doencga visceral
com ictericia (MONATH, 2008). As mortes ocorrem num periodo entre sete a 10 dias
em 20 a 50% dos casos graves e sao precedidas por ictericia profunda, hemorragia,
hipotensdo, oliguria e azotemia (GARDNER; RYMAN, 2010; GUBLER; KUNO;
MARHOFF, 2007).

1.5 Tratamento

O tratamento da YF é apenas sintomatico, uma vez que néo existe um
tratamento especifico para a doenga (GUBLER; KUNO; MARHOFF, 2007). Embora
varias drogas tenham sido testadas ou usadas empiricamente para tratar a YF, os
seus beneficios especificos ndo tém sido demonstrados. Pouco se sabe sobre os
efeitos da imunoterapia passiva; e, o uso de interferon-a. em hamster e macacos
parece ter efeito satisfatério somente quando administrado previamente a infecgao
ou em estagios iniciais (JULANDER et al., 2007; MONATH, 2008). Resultados

menos expressivos foram obtidos com o uso de interferon-y. Por outro lado, a
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ribavirina mostrou-se promissora em camundongos infectados pelo YFV (SBRANA

et al., 2004), no entanto, 0 mesmo nado ocorreu em macacos (MONATH, 2008)

1.6 Controle e Prevencao

As estratégias mundias de controle da YF s&o a vacinagdo de criangas com
idade igual ou superior a seis meses; campanhas de vacinagdo em massa para
prevenir epidemias, permitir uma resposta rapida e deteccao de surtos; e controle do
Aedes aegypti nos centros urbanos (GARDNER; RYMAN, 2010). Na forma urbana, o
risco de transmissao epidémica ocorre quando os indices de infestagao pelo Aedes
aegypti séo superiores a 5% fazendo-se necessaria a aplicagdo de medidas de
combate ao vetor (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 1999).

A vacina atenuada da YF é a medida mais importante para prevencédo e
controle da doenca. Apresenta eficacia acima de 95% e tem como objetivo conferir
protecdo individual e coletiva, bloqueando a propagacédo geografica da doenga, na

prevencao de epidemias (BRASIL, 2011).

1.6.1 A vacina da febre amarela 17D

A vacina atenuada contra o virus da febre amarela 17D (YFV-17D) vem sendo
utilizada desde 1937 com grande sucesso. Ao longo destes 73 anos, mais de 540
milhdes de pessoas foram imunizadas com notaveis indices de segurancga e eficacia.
(BARRETT; TEUWEN, 2009). A sua producédo é baseada na tecnologia de
replicagéo de virus em ovos embrionados, na qual cada ovo produz em torno de 400
doses da vacina e tem sido pouco alterada desde 1945 (GARDNER; RYMAN, 2010).

A cepa vacinal YFV-17D e a cepa selvagem Asibi diferem entre si em 68 de
10.860 nt (nt) (aproximadamente 0,63%), que resulta em 32 aminoacidos (aa)
diferentes (HAHN et al., 1987). O gene que codifica a proteina E é a regido na qual
existe o maior numero de mutagdes, correspondendo a 11 nt e oito aa diferentes

(HAHN et al., 1987). Baseado na associacao da proteina E com a penetragdao do
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virus na célula hospedeira, acreditam-se que mutacdes nessa proteina possam ser
responsaveis pela alteragdo de tropismo viral e consequentemente, da viruléncia.
Além dessas, mutagdes na regido 3’-UTR podem estar envolvidas na atenuacgéao
(CHAMBERS; NICKELLS, 2001; MANDL et al., 1998; NICKELLS; CHAMBERS,
2003).

As duas subcepas vacinais usadas como vacinas atualmente, 17D-204 e 17DD
correspondem as passagens 235-240 e 287-289, respectivamente, do virus
selvagem Asibi (BARRETT; TEUWEN, 2009). As diferengas entre os genomas da
cepa Asibi e as duas subcepas 17D-204 e 17DD sao 48 nt correspondentes a 20
substituicdes de aa. Nao ha diferenga na regido 5’-terminal e no gene do capsideo,
no entanto, quatro substituicdes de nt estao localizadas na extremidade 3’-UTR. As
outras substiuigdes de aminoacidos estdo distribuidas no restante do genoma viral
(BARRETT; TEUWEN, 2009).

Embora apresentem diferengas em nivel molecular, estudos envolvendo
diferentes subcepas vacinais do YFV-17D mostraram que nao ha diferengas na
imunogenicidade entre elas (LANG et al., 1999; MONATH et al., 2002a,b).

Uma baixa viremia é detectada em aproximadamente metade dos individuos
vacinados apos a vacinacao. No entanto, a imunidade mediada pela vacina 17D
ocorre em 10 dias em 95% dos vacinados e induz imunidade protetora contra todas
as cepas selvagens conhecidas (BARRETT; TEUWEN, 2009). Essa imunidade é
conferida por uma resposta imune integrada que incluem diferentes efetores da
imunidade inata, incluindo complemento, inflamassoma, interferon, assim como a
imunidade adaptativa como evidenciada por uma resposta T precoce seguida por
uma resposta de células (GAUCHER et al., 2008).

A cepa vacinal 17D é um potente indutor de respostas celulares T CD8+ e
CD4+ contra as proteinas nao-estruturais NS1, NS2B e NS3, e contra a proteina E
(BARRETT; TEUWEN, 2009). A resposta celular T CD8+ em resposta a imunizagao
com 17D alcanga pico entre 1-2 semanas ap6s vacinagao (MILLER et al., 2008),
sendo detectavel até 19 meses, o que pode contribuir para a eficacia da vacina. A
vacina induz uma resposta imune humoral rapida e especifica. A producido de
anticorpos neutralizantes € rapida, detectavel sete dias pds-vacinacido e pode
persistir por, pelo menos, 45 anos. Anticorpo neutralizante é correlacionado com
protecao conferindo protecao total de 98% dos vacinados por pelo menos 10 anos e

€ considerado o mecanismo primario de protecdo contra re-exposi¢cao (BARRETT;
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TEUWEN, 2009). Em adicdo, estudos recentes mostraram que o sistema de
imunidade inata também desempenha um papel importante na qualidade e for¢ca da
resposta imune adaptativa (BARBA-SPAETH et al., 2005; MILLER et al., 2008;
PALMER et al., 2007; QUEREC; PULENDRAN, 2007; SANTOS et al., 2008).

No Brasil, a vacinacdo contra YF é recomendada para toda a populagao, a
partir dos nove meses de idade, que se deslocar das areas sem recomendacgao de
vacina para areas com recomendag¢do da vacina (BRASIL, 2011). Exceto para
quatro grupos de pessoas, para 0s quais a vacina somente devera ser administrada
quando o risco da doenca exceder o risco da vacina: criangas menores que seis
meses de idade; mulheres gravidas, pessoas com historico de hipersensibilidade
aos componentes de vacina ou ovo; e pessoas imunodeprimidas por HIV ou outras
doencgas (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2011).

A vacina 17D possui uma excelente seguranga com relatos de casos raros de
eventos graves apos a vacinagao (BARRETT; TEUWEN, 2009). Efeitos adversos,
como mal-estar, cefaléia, dores musculares e febre baixa sdo observados em 2 a
5% dos vacinados, do 5° ao 10° dia apds a vacinagao. Esta reacéo dura de um a
dois dias (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 1999). Dois tipos de eventos raros
sao bem caracterizados: doengas neurotropica e viscerotropica associadas a vacina.
Apesar da ocorréncia desses casos raros e graves, a taxa risco-beneficio da vacina
€ positiva para viajantes que se direcionam para as areas de risco e em campanhas
de controle de surtos (BARRETT; TEUWEN, 2009).

1.6.1.1 Aplicacbes da cepa 17D do virus da febre amarela como vetor vacinal

As notaveis propriedades da cepa vacinal YF-17D tém sido exploradas na
construcao de vacinas experimentais contra doengas causadas por outros Flavivirus
e agentes infecciosos. O desenvolvimento da tecnologia de clone infeccioso, do qual
o RNA viral pode ser recuperado a partir de um cDNA clonado, tem possibilitado a
manipulagdo genética do genoma viral do YFV-17D pela expressédo de genes
heter6logos, contribuindo para os avangos nesse campo de investigacédo
(BONALDO et al., 2005; CHAMBERS et al., 1999). Diferentes técnicas sao utilizadas
atualmente para a construcdo de virus recombinantes baseados no YFV-17D e a

estratégia varia de acordo com o antigeno a ser expresso (BONALDO et al., 2007).
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A estratégia de construgcdo de quimeras virais pela troca dos genes que
codificam as proteinas estruturais prM/E do YFV-17D pelos genes homdlogos de
outros Flavivirus, também conhecida como ChimeriVax™, foi aplicada inicialmente
no desenvolvimento de vacina contra o JEV (GUIRAKHOO et al., 1999; MONATH et
al., 1999). A seguranca e imunogenicidade da vacina ChimeriVax™-JEV revelaram
niveis semelhantes aos da vacina YF-17D (MONATH et al., 2002a) e abriram
perspectivas para a aplicagdo desta tecnologia no desenvolvimento de vacinas
contra o DENV e o WNV (ARROYO et al., 2001; GUIRAKHOO, 2001; GUIRAKHOO
et al., 2002; JOHNSON et al., 2002, 2003). Essas quimeras virais replicaram a titulos
elevados em cultivo celular, induziram imunidade protetora em roedores e macacos
e apresentaram o mesmo perfil de seguranga de neuroviruléncia em macacos
(GUIRAKHOO et al., 2004; MONATH et al., 2003). A vacina Chimerivax™-WNV se
encontra em fase de avaliagao clinica mais adiantada e assim como a Chimerivax™-
DENV e ChimeriVax™-JEV, os estudos preclinicos demonstraram a sua seguranga.
A vacina ChimeriVax-JEV™ ¢ a vacina quimérica YFV-17D mais préxima de ser
licenciada (GUY et al. 2010).

Uma estratégia alternativa para o uso do YFV-17D como vetor para antigenos
heter6logos é a construgcdo de YFV-17D com insergao de sequéncias heterdlogas e
nao apenas substituicdo das proteinas prM/E como na tecnologia ChimeriVax™. A
insercdo dessas sequéncias deve ocorrer em regides especificas do genoma, de
forma que ndo comprometa a estrutura e fungao viral (BONALDO et al., 2006). A
elucidagcdo da estrutura 3D da proteina E do Flavivirus TBEV, tornou viavel a
avaliacao dos sitios de insercdo com menor probabilidade de interferéncia na
estrutura geral da proteina, e abriu perspectivas para diferentes manipulagbes
genéticas do YFV-17D e insercéo de genes heterdlogos (REY et al., 1995).

Sequéncias pequenas (9-16 aa) podem ser inseridas no gene da proteina E
sem influenciar negativamente na sua estrutura e atenuacgao viral (BONALDO et al.,
2006). Epitopos de células T (10 aa) inseridos entre os genes das proteinas nao-
estruturais NS2B/NS3 resultaram em uma quimera viral estavel apds sucessivas
passagens em cultivo celular, e uma dose Unica de 10° PFU induziu resposta imune
robusta e duradoura contra esporozoitos altamente infecciosos de Plasmodium yoelli
(TAO et al., 2005).

Adicionalmente, outras manipulagbes genéticas consideraram os sitios de
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clivagem/processamento da protease viral NS2B/NS3 para atenuacéo e utilizagao
como vetor viral (MCALLISTER et al., 2000). A insercéo de 84 nt em trés regides do
genoma (porgao N-terminal de C, jungbdes C/prM e NS2B/NS3), alternativamente,
produziu recombinantes viaveis que replicaram em taxas semelhantes ao YFV-17D,
embora apenas a quimera com insercao entre NS2B/NS3 apresentasse cinética de
replicacéo e titulo idénticos ao YFV-17D, além de conferir protegdo contra o gene
heterdlogo.

Novas estratégias foram desenvolvidas para a construgdo de quimeras virais
com insergdo de sequéncias maiores. Bonaldo et al. (2007) demonstraram uma
estratégia de insergéo de epitopos heteroldégos na regido intergénica das proteinas E
e NS1 utilizando o sitio de clivagem de protease celular para o processamento do
gene reporter Green Fluorescent Protein (GFP). Esta estratégia baseou-se na
presenca de sitios funcionais e na conservacao da sequéncia de aa que flanqueiam
a regiao intergénica E/NS1. Baseado nesta estratégia foi construida a quimera YFV-
17D/DENV-4 com insercdo do gene GFP na juncdo das proteinas E/NS1 e
duplicacdo dos 288 nt C-terminais da proteina E do DENV-4 (correspondentes a
regido stem-anchor) na extremidade C-terminal do gene reporter. Este virus
recombinante permaneceu estavel apos sucessivas passagens em cultivo celular
(BONALDO et al., 2007).

Bredenbeek et al. (2006) utilizaram a mesma regiao intergénica E/NS1 para a
construcdo de uma quimera YFV-17D/LASV-GPC contendo o gene da proteina GPC
do virus Lassa (Lassa virus - LASV), um arenavirus causador de doenga
hemorragica. A quimera viral replicou pobremente em porquinhos-da-india, contudo,
induziu a producgado de anticorpos neutralizantes contra proteinas do LASV e YFV-
17D, além de uma resposta imune protetora contra febre de lassa fatal
(BREDENBEEK et al., 2006). Avaliagbes subsequentes, no entanto, revelaram que
este recombinante era geneticamente instavel. Dois novos recombinantes foram
construidos expressando as subunidades da proteina precursora GPC (GP1 ou
GP2), e apresentaram ser geneticamente estaveis com replicagao a titulos razoaveis
em cultivo celular (JIANG et al., 2011).

Uma quimera constituida de regido 5-UTR do YFV-17D seguida pela ORF
codificante de 25 aa C-terminais da proteina C do YFV-17D, fusionada com o gene
repérter GFP, com a protease 2A do virus da febre aftosa (Foot-and-mounth disease
virus - FMDV) e a poliproteina (C-prM-E-NS1-NS2a-NS2b-NS3-NS4a-NS4b-NS5) do
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YF-17D, mostrou-se geneticamente instavel. Apds cinco passagens em cultivo
celular, apenas 89% das células infectadas pelo virus recombinante expressavam o
gene repoérter GFP, contudo expressavam proteinas do YFV-17D (SHUSTOV;
MASON; FROLQV, 2007).

Quimeras do YFV-17D representam uma estratégia promissora para o
desenvolvimento de vacinas. Todavia, existem duvidas quanto ao potencial
patogénico dessas construgdes (CHAMBERS et al., 1999) e quanto a possibilidade
de surgimento de quimeras patogénicas durante o processo de replicagédo desses
virus (PUGACHEV et al., 2004).

O estudo dos virus e suas interacbes com as células hospedeiras tem se
beneficiado da praticidade de inserir mutacées nos genomas virais pela tecnologia
de genética reversa (PEKOSZ; HE; LAMB, 1999). Clones infecciosos, dos quais um
RNA infeccioso pode ser transcrito in vitro, constituem ferramentas valiosas para
estudos da biologia molecular de virus RNA (BOYER; HAENNI, 1994).

Estudos recentes indicam que proteinas estruturais de alguns virus sao
dispensaveis para a replicacdo do RNA gendmico. Os genes dessas proteinas
podem ser total ou parcialmente deletados, e tais genomas defectivos (replicons)
continuam replicando e sendo capazes de expressar as suas proteinas nao-
estruturais sem que ocorra o empacotamento mediado pelas proteinas estruturais, e
consequente formacgao das particulas virais (KHROMYKH; WESTAWAY, 1997). Em
consequéncia, os replicons mostram-se adequados para estudos de aspectos da
replicagdo do genoma viral, que ocorrem independentemente do processo de
morfogénese, e sua amplificagdo no citoplasma celular faz deles excelentes vetores
para expressao transiente e estavel de genes heterolégos (JONES; PATKAR;
KUHN, 2005).

A construgao de replicons ja foi demonstrada para diversos virus com RNA de
cadeia positiva como: virus Sindbis (XIONG et al., 1989), virus Semliki Forest
(LILJESTROM; GAROFF, 1991; TANNIS et al., 2005), virus da Encefalite
Venezuelana Equina (PUSHKO et al., 1997), virus da rubéola (TZENG et al., 2001),
poliovirus (KAPLAN; RACANIELLO, 1988), KUNV (HARVEY et al., 2004;
KHROMYKH; WESTAWAY, 1997; TANNIS et al., 2005), virus da diarréia viral
bovina (ANSARI et al., 2004; BEHRENS et al., 1998), virus da hepatite C (BLIGHT;
MCKEATING; RICE, 2002; LOHMANN et al., 1999), TBEV (YOSHII et al., 2005),
WNV (ROSSI et al.,, 2005; SHI; TILGNER; LO, 2002), YFV (JONES; PATKAR,;
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KUHN, 2005), DENV-2 (JONES et al., 2005; PANG; ZHANG; DAYTON, 2001a; b) e
DENV-3 (MOSIMANN et al., 2010).

A tecnologia de replicons constitui um modelo seguro e efetivo para induzir
imunidade protetora (ABERLE et al., 2005; KOFLER et al., 2004) e estes podem ser
introduzidos em células na forma de RNA transcrito in vitro, empacotado em
particulas pseudo-infecciosas (PPIs) ou na forma de DNA, sob o controle de um
promotor celular da RNA polimerase Il. Essas trés modalidades sao efetivas, porém
o sistema de PPIs mostrou ser a mais eficiente (ABERLE et al., 2005; ANRAKU et
al., 2002),

A aplicagao de PPIs no desenvolvimento de vacinas requer sua producdo em
larga escala, o que ndo tem sido alcangado por nenhuma estratégia desenvolvida
até o momento. As estratégias se baseiam no fornecimento dessas proteinas in
tfrans (trans-empacotamento) por meio de replicons, principalmente alfavirus
(WHITE, 2007; MASON; SHUSTOV; FROLOV, 2006; SUZUKI; WINKELMANN;
MASON, 2009; YOSHII et al., 2005) ou linhagens celulares recombinantes (CHIH-
YUN LAI, 2008; FAYZULIN et al., 2006; GEHRKE et al., 2003; HARVEY et al., 2004;
SCHOLLE et al., 2004). O desenvolvimento de linhagens celulares que empacotem
os genomas defectivos em particulas infecciosas parece conferir melhores
resultados (MASON; SHUSTOV; FROLOV, 2006). Essas PPls podem ser
amplificadas na linhagem celular recombinante em larga escala, porém, este nao
representa o Unico meio de propagacao em larga-escala. Shustov, Mason e Frolov
(2007) desenvolveram um sistema de replicagdo de dois componentes do genoma
do YFV. Nesse sistema, cada genoma codifica o conjunto completo das proteinas
nao-estruturais expressando, alternativamente, apenas a proteina do capsideo ou
prM/E ao invés do conjunto completo das proteinas estruturais. A infeccao de uma
mesma célula com os dois genomas produz todas as proteinas estruturais e ambos
0s genomas sao empacotados em particulas distintas (SHUSTOV; MASON,;
FROLOV, 2007).

Varios estudos com Flavivirus tém demonstrado a utilizacdo de replicons para
expressdo de genes heterdlogos, geralmente inseridos na regido deletada das
proteinas estruturais ou no inicio da extremidade 3’-UTR. A expressao de
sequéncias heterélogas em replicons de Flavivirus também pode ser mediada pela
construcéo de replicons bicistronicos, com a tradugdo do segundo cistron regulada
por um sitio interno para a ligagdo do ribossomo (Internal Ribosome Entry Site —
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IRES (FAYZULIN et al., 2006; KHROMYKH, 2000; KHROMYKH and WESTAWAY,
1997; SHI et al., 2002; SCHOLLE et al.,, 2004, ROSSI et al., 2005). Inser¢cdes na
extremidade N-terminal da NS1 de replicons Flavivirus sdo seguidas pela sequéncia
da protease 2A do virus da febre aftosa (foot and mouth disease virus - FMDV) para
assegurar um processamento adequado da proteina heteréloga (SHUSTOV;
MASON; FROLQV, 2007) ou IRES-ECMV (JONES et al., 2005; NG et al., 2007).

Replicons YFV foram construidos por delegdo das proteinas estruturais C
(PATKAR et al., 2007, 2009; MASON; SHUSTOV; FROLOV, 2006; SHUSTOV;
MASON; FROLOV, 2007), prM/E (SHUSTOV; MASON; FROLOV, 2007) e C/prM/E
(JONES et al.,, 2006). Proteinas nao-estruturais foram também deletadas sem
interferir na capacidade replicativa destes replicons (JONES et al., 2005;
LINDENBACH and RICE, 1997). Embora alguns estudos preliminares indiquem que
tais replicons sejam seguros (SHUSTOV; MASON; FROLOV, 2007) e capazes de
induzir reposta imune protetora (MASON; SHUSTOV; FROLOV, 2006), as
investigagcdes nessa area ainda s&o escassas.

A aplicagao de replicons, no entanto, esta mais adiantada com a utilizacdo de
outros virus, dentre os quais vacinas de replicon do género alfavirus (os quais
incluem os virus Sindbis, Semliki Forest virus, encefalite Venezuela equina)
demonstraram ser capazes de induzir potente resposta humoral e celular (linfécitos
T, CD8") em camundongos, coelhos, cobaias e macacos, e tém sido utilizados para
o desenvolvimento de vacinas contra o HIV (DONG et al., 2003; GUPTA et al., 2005;
HARVEY et al., 2003; JOHNSTON et al, 2005, MEGEDE et al., 2006;
NORDSTROM et al., 2005), tuberculose (KIRMAN et al., 2003), cancer (GOLDBERG
et al., 2005; LEITNER et al., 2003; NI et al., 2004; WANG et al., 2005), Marburg
(HEVEY et al., 1998), Neisseria gonorrhoeae (THOMAS et al., 2006; ZHU et al.,
2005), sarampo (CAPOZZO et al., 2006; PAN et al., 2005) e peste suina classica
(MAURER et al., 2005). Replicons de Flavivirus como KUNV e TBEV também sé&o
potentes ativadores da resposta celular em camundongos (ABERLE et al., 2005;
ANRAKU et al., 2002), e tém sido utilizados para o desenvolvimento de vacinas
contra o HIV (HARVEY et al., 2003) e papiloma virus (HERD et al., 2004). Vetores
vacinais de replicon de poliovirus também vém sendo utilizado para o
desenvolvimento de vacinas contra HIV (FULTZ et al., 2003) e Helicobacter pylori
(SMYTHIES et al.,, 2005), em ambos os estudos observaram-se aumento da

resposta imune celular.
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Os resultados satisfatorios dos candidatos vacinais para diferentes
enfermidades, baseados na tecnologia de replicon, sdo um incentivo para a
utilizagao de replicons YFV como vetor vacinal. Aliado a seguranga da cepa vacinal
17D, replicon YFV constitui uma ferramenta promissora no desenvolvimento de

novas vacinas.
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2 JUSTIFICATIVA

A vacina atenuada contra o virus da febre amarela YF-17D tem sido utilizada
desde 1937 com um notavel indice de seguranga e eficacia. Uma unica imunizagao
com esta vacina € capaz de induzir a producédo de anticorpos protetores e resposta
de células T detectaveis por longos periodos.

Atualmente, o YFV-17D vem sendo utilizado como vetor para o
desenvolvimento de vacinas contra outros Flavivirus (JEV, DENV1-4, WNV, LASV) e
agentes infecciosos, sugerindo que o YFV-17D pode ser um vetor adequado para o
desenvolvimento de uma vacina segura e eficaz contra esses agentes infecciosos.

Diferentes estratégias foram desenvolvidas para manipulagdo genética do YFV-
17D para seu uso como vetor viral. No entanto, ndo existe até o momento um
consenso quanto a melhor estratégia a ser utilizada no desenvolvimento de uma
vacina eficaz contra doengas causadas por Flavivirus e outros agentes infecciosos, e
qual seria a manipulagdo genética mais adequada para tornar o YF-17D um vetor
vacinal competente e estavel geneticamente.

O uso de quimeras virais com substituicido das proteinas prM e E tem mostrado
ser seguro para o desenvolvimento de vacinas. Esse sistema esta bem estabelecido,
e vacinas para os virus JEV, WNV e DENV encontram-se em fases avancadas de
avaliagao clinica.

A tecnologia do YFV-17D recombinante com insergao de genes heterdlogos, no
entanto, s6 podera ser aplicada no desenvolvimento de vacinas quando o virus
recombinante for considerado estavel geneticamente. Isso implica na expressao do
gene heterdlogo pelo virus por longos periodos, o que ainda nao foi claramente
assegurado pelas manipulagdes genéticas propostas até o momento.

Além disso, a tecnologia do uso de replicons empacotados em PPIs é limitado
pelas dificuldades de produgao em larga escala e diferentes estratégias estdo sendo
desenvolvidas para resolver esse entrave.

Embora tenham sido elaboradas e testadas por diferentes pesquisadores, faz-
se necessario a avaliagao de estratégias de insergdo de genes heterdlogos longos
no genoma viral do YFV-17D e de producédo de PPls para validacdo da melhor
estratégia de utilizagdo da cepa vacinal 17D como vetor vacinal.
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3 HIPOTESE

A otimizacéo de diferentes estratégias de manipulacédo genética do YFV-17D
podera validar a melhor estratégia para seu uso como vetor viral no desenvolvimento

de vacinas contra diversas enfermidades que acometem humanos e animais.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar diferentes estratégias de manipulagdo e utilizagéo da cepa vacinal 17D

do virus da febre amarela como vetor vacinal.

4.2 Objetivos especificos

a) Construir e caracterizar a estabilidade fenotipica e genotipica de dois virus

recombinantes da YF para serem utilizados como vetor vacinal,

b) Construir e caracterizar a replicacao de dois replicons subgenémicos do YFV:

c) Desenvolver e caracterizar uma linhagem celular expressando os genes prM/E do
YFV;

d) Verificar a capacidade da linhagem celular recombinante e empacotar replicons

subgenémicos do YFV.
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5 MATERIAIS E METODOS

Estratégias de utilizagao do YFV-17D como vetor vacinal

Vetor Viral Particulas pseudo-infecciosas
Construcao dos vetores: Construcao dos replicons subgendmicos
YFV-YFP-DENV 1linker repYF-17D-Luc

YFV-YFP-SSE repYF-17D-LuclRES
Caracterizacao dos Caracterizagao da replicacao
vetores virais dosreplicons

!

Desenvolvimento dalinhagem
celular HEK293-YFV-pr/E-opt

!

Caracterizagao da expressao das
proteinas estruturais privl e E pela
linhagem HEK293-YFV-pr/E-opt

!

Verificacdo do trans-empacotamento dos
replicons YF-17D pelalinhagem celular
recombinante

Figura 7. Fluxograma esquematico da metodologia empregada.

5.1 Cultivo de células e virus

Células BHK21 (baby hamster kidney) e HEK293 (human embrionic kidney)
foram mantidas em meio MEM (minimal essential medium — SIGMA-ALDRICH, St
Louis, MO, EUA) e DMEM (Dulbecco’s modified eagle's medium - SIGMA-ALDRICH,
St Louis, MO, EUA), respectivamente, suplementados com 10% soro bovino fetal, 2
mM L-glutamina, penicilina (100 U/mL) e streptomicina (100 ug/mL). O virus vacinal
YFV-17D foi obtido do clone infeccioso pBSC-YFV-17D (em fase de elaboragdo)’. O
virus YFV-17D foi amplificado e titulado em células BHK21 por ensaio de placas e

estocado a -80°C para utilizacdo como controle positivo nos experimentos.

! Construgédo de um clone infeccioso do virus da febre amarela pela técnica de recombinagao
homadloga em levedura. Gil, et al. Manuscrito em fase de elaboragéo.
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5.2 Clonagem das quimeras YFV-17D pela recombinacao homdédloga em
levedura

5.2.1 Construgao do virus YFV-YFP-DENV1linker

O virus YFV-YFP-DENV1linker foi construido segundo a estratégia utilizada
por Bonaldo et al. (2007), para a construgdo de um virus YFV-17D quimérico
expressando o gene reporter green fluorescent protein (GFP) entre os genes das
proteinas E e NS1 do YFV-17D. No entanto, o gene reporter utilizado nessa
construcédo foi o yellow fluorescent protein (YFP).

A técnica de recombinagcdo homodloga foi utilizada nas manipulagdes
genéticas do plasmideo pBSC-YFV-17D que contém o clone infeccioso do YFV-17D.
O sitio de restricdo para a enzima Narl localizado entre as proteinas E e NS1 do
clone infeccioso pBSC-YFV-17D permitiu a linearizagao do vetor por esta enzima. O
plasmideo pBSC-YFV-17D, foi digerido com a enzima Narl na jungao das proteinas
prM/E, e posteriormente ligado por recombinagdo homologa com dois fragmentos
amplificados por PCR. Cada um dos fragmentos de PCR possuia sequéncias

homodlogas entre si e o vetor (Figura 8).

A 5UTR

—ME_[ ‘NS1 ‘ZAIZB’ NS3 }4A%1B| NS5 }LUTR

Produtos de PCR

pBSC-YFV-17D linearizado

B

YFV-YFP-DENVAlinker 5"&{ C ’pr—M‘ E @‘ NS ‘ZA‘ZB‘ NS3 ‘4;\{45’ NS5 ’LUTR

v
27nts N- Stem-anchor
term NS1 EDENW1
YFV

Figura 8. Representacdo esquematica da constru¢ao do virus YFV-YFP-DENV1linker.

Nota: (A) Recombinagdo homadloga em levedura entre dois produtos de PCR e o vetor pBSC-YFV17D
digerido pela enzima Narl. Os produtos de PCR estéo representados com a indicagdo das sequéncias
contidas em cada um; (B) Organizagdo do genoma do virus recombinante. * Sequéncias homodlogas
(25 nt) para recombinagao em levedura, exceto em NS1 para a qual toda a sequéncia presente no
produto (460 nt) participa da recombinagao.
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5.2.1.1 Preparacgéo do vetor

Aproximadamente 4 ug do plasmideo pBSC-YFV17D foi digerido com a enzima
Narl a 37°C por oito horas, seguido da desfosforilagdo com 5 U da enzima fosfatase
alcalina (CIAP - NEW ENGLAND BIOLABS, Ipswich, Massachussetts) durante
30min a 37°C. O produto digerido e desfosforilado foi visualizado em gel de agarose
a 1% com brometo de etidio, e a banda especifica do vetor digerido foi
posteriormente excisada do gel e purificada com a utilizagcdo do kit QlIAquick Gel

Extraction (QIAGEN, Hilden, Germany) segundo instru¢des do fabricante.

5.2.1.2 Reacdo de PCR para a recombinagéo

A construgao do virus YFV-YFP-DENV1linker foi realizada por recombinagao
homologa em levedura de dois produtos de PCR contendo extremidades homélogas
e o vetor pBSC-YFV-17D linearizado pela enzima Narl (NEW ENGLAND BIOLABS,
Ipswich - Massachussetts). O primeiro fragmento (808 pb) foi amplificado com os
primers YFV-E-YFP-F e Denv1linker-YFP-R e continha sequéncias dos 27 nt N-
terminais do gene NS1 do YFV e o gene reporter YFP. O segundo fragmento (754
pb) foi amplificado com o par de primers Narl-Denvilinker-F e YFV-2812-R.e
continha os 288 nt C-terminais do gene da proteina E do DENV1 (288 pb; DENV1-
BR42735). Os primers utilizados nas reagdes de PCR sdo apresentados no Quadro
1. Um sitio de restrigdo Narl foi adicionado em cada uma das extremidades do gene
YFP para viabilizar a substituicdo posterior do gene repoérter por outros genes

heterdlogos.
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Primer® Sequéncia

YFV-E-YFP-F° GATGTTTTTGTCTCTAGGAGTTGGGGCGGACCAGGGCTGTGCAATTAATTTCGG
GGGCGCC ATGGTGAGCAAGGGCGAGG

Denv1linker-YFP-R® TCGGGCGGTTGCTTCGAACATTTTGGCGCCCTTGTACAGCTCGTCCATGC
Narl-Denv1linker-F GGCGCCAAAATGTTCGAAGCAACCGCC

YFV-2812-R GGAAAGAATTCCAGACCCGG

Quadro 1. Primers utilizados na construgéo do virus YFV-YFP-Denv1linker.

Nota: As sequéncias homologas para recombinagdo em levedura estdo sublinhadas. Os sitios Nar/
inseridos pelos primers estdo em negrito. # Os primers s&o identificados de acordo com as sequéncias
que possuem e/ou amplificam. ®F- forward. °R- reverse.

Para 40uL de reacdo de PCR foram utilizados tamp especifico de PCR
(ROCHE, Switzerland), 375 ug de cada dNTP, 2,5 mM MgCI, 1U da polimerase de
alta fidelidade TGO (ROCHE, Switzerland), 15 pmol de primers especificos e
aproximadamente 50 ng de DNA molde. As condi¢cdes de PCR foram: 5 min a 95°C
para desnaturacgao inicial, seguidos de 32 ciclos de 30 s de desnaturagao a 95°C, 30
s. de anelamento a 55°C, 1 min de extensao para cada 1.000 pares de base (pb) a

72°C, e 20 min de extensao final a 72°C.

5.2.1.3 Transformacé&o de levedura

Os fragmentos de PCR e o vetor pBSC-YFV-17D digerido com a enzima Narl
foram introduzidos em leveduras Saccharomyces cerevisiae, cepa RFY-206, pela
transformacao com acetato de litio (LiOAc) (SAMBROOK; RUSSELL, 2001). As
leveduras foram amplificadas em meio liquido YPD (Yeast Peptone Dextrose — 20 g
peptona, 10 g extrato de levedura, 20 g glucose, H20 q.s.p 1 L), a 30°C por 8-10 h.
No dia seguinte, meio YPD foi inoculado com a levedura em uma densidade otica
(DO) de 0,1, e posteriormente incubado a 30°C, até alcangar uma DO de 0,55. Em
seguida, as leveduras foram concentradas por centrifugagdo, lavadas e
transformadas com acetato de litio (SAMBROOK; RUSSELL, 2001). Apds a
transformacao, as leveduras foram plaqueadas em placas de YNB (Yeast Nitrogen
Base — 6,7 g Yeast nitrogen base w/o amino acids, w/ ammonium sulfate — SIGMA-
ALDRICH, St Louis, MO, EUA - 20g glucose, 1:10 V/V solugdo de aminoacidos 10X
— Yeast synthetic drop-out medium without tryptophan — SIGMA-ALDRICH, St Louis,



Estratégias moleculares de utilizagdo do virus da febre amarela... Queiroz, S.R. A 47

MO, EUA) sdlido na auséncia do aminoacido triptofano (trp) e mantidas a 30°C por

trés dias.

5.2.1.4 Extracdo de DNA de levedura e confirmag&o dos clones

Colbnias positivas para a recombinagéao entre os fragmentos de DNA (vetor e
inserto) foram cultivadas em 20 mL de meio YNB liquido, na auséncia de trp por 18-
24 h a 30°C. Apos o periodo de incubagdo, as células foram concentradas por
centrifugacéao, lavadas com ddH,O e ressuspendidas em 400 pl de tampao SCE (1
M Sorbitol, 100 mM NaAc e 60mM EDTA). Em seguida, foram adicionados 4 pl de
Zymolase (200 mg/ml) e 2 pl B-mercaptoetanol. As células foram incubadas a 37°C
por 1 h e depois concentradas por centrifugacéo. A extragdo de DNA plasmideal foi
realizada com o kit QlAprep Spin MiniPrep (QIAGEN, Hilden, Germany), seguindo
recomendacdes do fabricante. A constru¢ao foi confirmada por PCR com par de
primer especifico para amplificar um produto contendo parte do vetor e dos produtos

recombinados. As condigdes de PCR foram as mesmas descritas no item 5.2.1.2.

5.2.2 Construgao do virus YFV-YFP-SSE

A construcdo do virus YFV-YFP-SSE baseou-se na estratégia de Bredenbeek
et (2006) que construiram um virus YFV-17D recombinante com inser¢do de um
gene heterdlogo entre as proteinas E e NS1 seguido por uma duplicacdo da
sequéncia dos 23 aa C-terminais da proteina do envelope. Essa sequéncia
duplicada corresponde a sequéncia sinal da proteina E (signal sequence envelope —
SSE).

A recombinagdo em leveduras foi realizada com o vetor pBSC-YFV-17D
linearizado com a enzima Narl/ e dois fragmentos de PCR contendo extremidades
com sequéncias homodlogas entre si e o YFV-17D (Figura 9). O primeiro produto
(792 pb) foi amplificado com o seguinte par de primers: E-YFV-eYFP-F e eYFP-SSE-
R e continha o gene YFP e os 44 nt N-terminais da sequéncia sinal da proteina E".
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O segundo produto (586 pb) amplificado pelo par de primers ssE-NS1YFV-F e YFV-
2980-R, continha 44 nt C-terminais da sequéncia sinal de E seguidos por 536 nt N-
terminais do gene NS1. A sequéncia sinal do envelope foi inserida pelos primers
(eYFP-SSE-R e ssE-NS1YFV-F).

A 5'Lﬂ{ & ‘prM‘ E ‘ ’ NS1 ]2A‘25| NS3 |4A{4B‘ NS5 }ﬂTR
A - Produtos de PCR
pBSC-YFV-17D linearizado
B
YFV-YFP-SSE 5@0 ‘prM‘ E |f'v|’=fp| NS ‘ZAlzB‘ NS3 "tA{aB‘ NS5 }LUTR
Signal quLlence E
(SSE)

Figura 9. Representacdo esquematica da constru¢ao do virus YFV-YFP-SSE.

Nota: (A) Recombinagdo homdloga em levedura entre dois produtos de PCR e o vetor pBSC-YFV17D
digerido pela enzima Narl. Os produtos de PCR estéo representados com a indicagdo das sequéncias
contidas em cada um; (B) Organizagdo do genoma do virus recombinante. * Sequéncias homdlogas
(25 nt) para recombinagao em levedura, exceto em NS1 para a qual toda a sequéncia presente no
produto (536 nt) participa da recombinacéo.

Os primers utilizados para as reagoes de PCR estdo apresentados no Quadro
2. Um sitio de restricao para Narl foi inserido nas extremidades do gene reporter e
estdo indicadas na sequéncia dos primers. Essa insergdo visou a substituicdo

posterior do gene reporter por outra sequéncia heterdloga.

Primer® Sequéncia

E-YFV-eYFP-F® GTTTTTGTCTCTAGGAGTTGGCGCCATGGTGAGCAAGGGCGAGG

eYFP-SSE-R°® ATCATTATGACGCCAACTAATATCATACTCATTGACATAGTCATGGCGCCCTTGT
ACAGCTCGTCCATG

ssE-NS1YFV-F TGATATTAGTTGGCGTCATAATGATGTTCTTATCACTTGGTGTAGGGGCGGATCA
AGGATGCGCCATCAAC

YFV-2980-R CAGTCTATGGTGTATTCAAAG

Quadro 2. Primers utilizados na construgcéo do virus YFV-YFP-SSE.
Nota: As sequéncias homdlogas para recombinacdo em levedura estio sublinhadas. ® Os primers s&o
identificados de acordo com as sequéncias que possuem e/ou amplificam. ®F- forward. °R- reverse.

Os procedimentos de preparagédo do vetor, condigdes das reagdes de PCR,
transformacdo em leveduras, extracdo de DNA da levedura e confirmacdo dos

clones foram realizados como descrito nos itens 5.2.1.1,5.2.1.2,5.2.1.3e 5.2.1.4.
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5.3 Caracterizacao in vitro das quimeras virais construidas

Para a caracterizagdo dos virus YFV quiméricos construidos, RNA
sintetizados in vitro de cada construgao foram introduzidos em células eucarioticas
por eletroporacdao. A replicacdo viral e a expressao das proteinas virais foram

avaliadas por fluorescéncia do gene repérter e imunofluorescéncia indireta (IFl).

5.3.1 PCR do genoma completo e transcri¢ao in vitro

A amplificagdo completa do genoma viral foi realizada em uma reagao de
50 pL utilizando a enzima KlenTaqg-LA (CLONTECH, Mountain View, CA). A reagao
foi composta de 100 ng de DNA plasmideal de levedura, 1X do tampao KlenTaqg-LA
(CLONTECH, Mountain View, CA), 1,3% Dimetil-sulféxido (DMSO - Dimethyl
sulfoxide, SIGMA-ALDRICH, St Louis, MO, EUA), 0,4 M betaina (SIGMA-ALDRICH,
St Louis, MO, EUA), 200 uM de cada dNTP, 1U KlenTaq-LA polymerase e 20 pmol
de primers especificos (PBSC-RSRII-T7-5-YFV-F e YFV-3'UTR F). Esses primers
se alinham nas extremidades 5-UTR e 3UTR do genoma YFV-17D,
respectivamente. O primer PBSC-RSRII-T7-5-YFV-F contém a sequéncia do
promotor para RNA polimerase de bacteréfago T7, o que permite a transcricéo in
vitro do produto de PCR amplificado com este par de primers. As condigbes de
amplificagdo foram: 4 min a 95°C para desnaturacéo inicial, seguido de 32 ciclos de
1 min de desnaturagéo a 93°C, 1 min de anelamento a 56°C, 13 min de extensao a
72°C com acréscimos de 10 s a cada ciclo e 20 min finais de extenséo a 72°C.

O produto de PCR, contendo a sequéncia completa do genoma viral, possuia
na regiao 5’ terminal a sequéncia para o promotor bacteriéfago T7, o qual foi inserido
através do primer utilizado para a amplificacdo. Apods purificagdo com fenol-
cloroférmio e precipitagdo com etanol, a transcri¢ao in vitro foi realizada utilizando-se
o kit T7 MEGAscript (AMBION, Foster City, CA, USA), com a adigdo do analogo 7-

metil-guanina (cap), seguindo as recomendacdes do fabricante.
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5.3.2 Transfeccdo do RNA viral em células BHK21 por eletroporagao

Para a eletroporagdo de células BHK21 foram utilizados: 20 ug do RNA
transcrito in vitro e 2 x 10° células BHK21 em 100 pl de cytomix (ANSARI et al.,
2004). A eletroporagéo foi realizada em cuvetas de 2 mm, seguindo as seguintes
condigbes: 600V, 99 usegq, 5 pulsos, 1 s de intervalo entre os pulsos (eletroporador
ECM-830, BTX). As células foram individualizadas com tripsina 0,02% por 5 min
(tripsinizadas), lavadas uma vez com meio MEM (sem suplementos e antibioticos) e
ressuspendidas em Cytomix. Apds a eletroporagéo, as células foram mantidas em
repouso a temperatura ambiente por aproximamente 5 min, antes de serem
ressuspendidas em meio MEM completo e distruibuidas em frascos de cultura de 25
cm?. Estas condicdes de eletroporacdo foram testadas previamente e apresentaram

eficiéncia de transformacgao de aproximadamente 70%.

5.3.3 Ensaios de fluorescéncia e imunofluorescéncia indireta

As células eletroporadas com o RNA viral foram acompanhadas nos dias 1—
10 apods eletroporagao, pela visualizacdo de fluorescéncia para a deteccdo da
expressdo do gene reporter YFP e imunofluorescéncia indireta. Foram utilizados
anticorpos policlonais especificos para Flavivirus produzidos em camundongos
(fluido ascitico hiperimune anti-Flavivirus grupo B - Instituto Evando Chagas, Belém;
diluigdo 1:100 em PBS pH 7,2) e anticorpos secundarios anti-camundongo 1gG
conjugados com isotiocianato de fluoresceina (fluorescein isothiocyanate —FiTC)
(SIGMA-ALDRICH, St Louis, MO, EUA; diluigdo 1:100 em PBS pH 7,2). A
microscopia de fluorescéncia e imunofluorescénica indireta foram realizadas
utilizando-se o microscopio Leica DMI 4000B.

A expressao do gene repoérter foi detectada por visualizagéo direta de células
transfectadas (ou infectadas) ao microscépio. As células foram lavadas com PBS
para melhor visualizacao da fluorescéncia.

Para a detecgédo de antigenos virais por imunofluorescéncia indireta, células

BHK21 transfectadas e cultivadas em placas de cultura foram fixadas em solucéo de



Estratégias moleculares de utilizagdo do virus da febre amarela... Queiroz, S.R. A 51

acetona 50% (em PBS pH 7,2) por 10 min a -20°C. Posteriormente, foram incubadas
a 37°C por 1h com os anticorpos primarios, lavadas duas vezes com PBS (p.H 7,2) e
secadas a temperatura ambiente. Apds incubacgao a 37°C por 1 h com os anticorpos
secundarios, as células foram novamente lavadas com PBS, secas e montadas para

leitura com glicerol (60% em PBS) e laminula de vidro.

5.3.4 Extracdo de RNA

A extracdo do RNA viral de amostras do sobrenadante de células infectadas
foi realizada através do kit QlAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany)
de acordo com instrucbes do fabricante. Amostras de 200 ul de sobrenadante
clarificado por centrifugagdo (335 g por 5 min) foram lisadas por tampao de lise
correspondente e, em seguida, foram carreadas em coluna de purificacdo. Apos a
ligacdo do RNA a membrana de silica-gel, os contaminantes foram removidos por
duas lavagens com dois tampdes especificos. O RNA foi eluido da coluna com uma

solugao tamponada livre de RNase e armazenado a - 70°C até o momento do uso.

5.3.5 Transcricao Reversa e PCR

A transcricdo reversa foi realizada utilizando-se a enzima Superscript 1]
reverse transcriptase 200 U/ul (INVITROGEN, Carlsbad, CA, EUA), primers
especificos para cada construgao e inibidor de RNAse - RNAse OUT 40 U/ul
(INVITROGEN, Carlsbad, CA, EUA), seguindo o protocolo estabelecido pelo
fabricante (INVITROGEN, Carlsbad, CA, EUA) para 20 pul de reagdo. As condi¢des

das reagdes de PCR foram semelhantes aquelas descritas no item 5.2.1.2.
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5.3.6 Sequenciamento

As regides recombinadas de cada construgdo, correspondente ao gene
heterdlogo, foram sequenciadas. Posteriormente, foi realizado o sequenciamento do
genoma completo das constru¢des plasmideais e do virus recombinante YFV-YFP-
DENV1linker recuperado. As reagdes de sequenciamento foram realizadas com o
mix BigDye terminator (Applied Biosystem) de acordo com instrugdes do fabricante.
As andlises das sequéncias de nt foram realizadas com softwares do pacote
Lasergene® (DNAstar Inc.) e uma sequéncia consenso de cada virus foi gerada pelo

software SeqMan |l (Lasergene®, DNAstar Inc.).

5.3.7 Curva de replicacao e caracterizagcao de placas virais

As curvas de replicacdo de cada virus construido foram determinadas por
infeccdo de células BHK21 com multiplicidade de infecgao (multiplicity of infection -
MOI) de 0,02. As células foram distribuidas em placa de 12 pogos (2 x 10°
células/pogo) e infectadas quatro horas depois. Aliquotas do sobrenadante foram
coletadas, em intervalos de 24 horas pds-infeccdo, durante cinco dias. O meio de
cultura foi reposto a cada coleta e a quantificacdo das particulas virais foi realizada
por ensaio de placas em células BHK21. Para o ensaio de placa, os virus foram
amplificados em células BHK21 distribuidas em placas de 24 pocos (10°
células/pogo) com meio semi-sélido de 1% agarose (INVITROGEN, Carlsbad, CA,
EUA) em MEM 2X suplementado com 2,5% de SFB, penicilina (100 U/mL),
streptomicina (100 pg/mL) e anfotericina B (250 ng/mL). Apds cinco dias de
incubacao a 37°C e 5% CO,, as placas formadas foram reveladas pela coloragao
com solugcédo de MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide) 5 mg/mL em PBS. O
YFV-17D foi usado como controle em todos os ensaios. O experimento foi realizado

em duplicata.
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5.4 Construcao dos replicons subgenémicos do YFV-17D expressando o gene

reporter luciferase (Luc)

5.4.1 Clonagem do replicon monocistrénico repYF-17D-Luc

O replicon repYF-17D-Luc foi construido pela técnica de recombinagao
homologa em levedura com a utilizagdo do replicon repYFV-17D anteriormente
construido em nosso laboratdrio (em fase de elaboracdo)? Essa estratégia teve por
objetivo a construgdo de um replicon subgenémico YFV-17D que expressasse 0
gene reporter Luc entre os 63 nt N-terminal do capsideo e os 72 nt C-terminal da

proteina E, seguido pelo restante das proteinas virais NS1-NS5 (Figura 10).

A —QS‘UTR INS1 ‘2A|2B| NS3 ‘4AM NS5 L
[t Produtode PCR
Luc
pBSC-repYF-17D linearizado
B
repYF-17D-Luc S'ﬂH tuc JINst [oafo8] nNs3  fiald NS5 JUTR
63ntsC  72nts C-Terminal E

Figura 10. Representagdo esquemaética da construcao do replicon monocistrénico repYF-17D-Luc.
Nota: (A) Recombinacdo homéloga em levedura entre um produto de PCR e o vetor pBSC-repYFV-
17D digerido pela enzima Narl. O produto de PCR esta representado com a indicacdo das
sequéncias que ele contém (B) Organizagdo do genoma do replicon monocistroénico repYF-17D-Luc. *
Sequéncias homodlogas (25 nt) para recombinagédo em levedura.

5.4.1.1 Amplificacdo dos fragmentos de recombinacéo por PCR e digestdo do vetor
pBSC-repYF-17D

2 Replicon do virus febre amarela desprovido de proteinas estruturais C, prM e E construido pela
técnica de recombinagdo homéloga em levedura.Gil et al. Manuscrito em fase de elaboracéo.
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O gene da enzima luciferase necessario para a recombinagao foi amplificado
por PCR usando como molde o plasmideo LNBr-WT (cedido gentilmente pelo Dr.
Ruben Donis, CDC, Atlanta — E.U.A.). Os primers sao demonstrados no Quadro 3 e
as condi¢cdes de PCR foram descritas no item 5.2.1.2. O plasmideo pBSC-repYF-
17D foi linearizado com a enzima Narl, desfosforilado e, juntamente com o produto

de PCR, purificado como descrito no item 5.2.1.1.

Primer® Sequéncia

Rep-YFV-Luc-F° CAATATGGTACGACGAGGAGTTCGCATGGAAGACGCCAAAAACATAAAG
Rep-YFV-Luc-R°® TCATGCTCATGGACATTGTCATGTTCAATTTGGACTTTCCGCCCTTCTTG

Quadro 3. Primers utilizados na construgéo do replicon monocistronico repYF-17D-Luc.
Nota: As sequéncias homologas para recombinagdo em levedura estéo sublinhadas. ® Os primers s&o
identificados de acordo com as sequéncias que possuem e/ou amplificam. ®F- forward. °R- reverse.

5.4.1.2 Transformac&o da levedura e extracdo de DNA plasmideal de levedura

Os procedimentos realizados sao os mesmos descritos nos itens 5.2.1.3 e
5.2.1.4.

5.4.1.3 Transformacgéo e extragdo de DNA plasmideal de bactérias

O DNA extraido de levedura foi utilizado para transformar células de E. coli
(linhagem DH10B) por eletroporagao. As condigdes para cuvetas de 2 mm foram:
2,75 kV, 5 pulsos de 99 us e intervalo de 1 sentre os pulsos. Apds a eletroporacéo,
as bactérias foram distribuidas em placas de meio LB sdlido contendo cloranfenicol
(10 mg/mL) e incubadas a 37°C durante 16-20 horas. Colbnias positivas foram
confirmadas contendo o plasmideo recombinante por PCR e, posteriormente, foram
crescidas em 5 mL de meio LB contendo cloranfenicol (20 mg/mL) a 37°C sob
agitacédo durante 16-20 horas. Este pré-indculo foi inoculado em 500 mL de meio LB
com o antibiético de sele¢do e incubado a 37°C por16-20 horas. Posteriormente, as
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células foram concentradas por centrifugacdo e o DNA plasmideal preparado
utilizando-se o kit Plasmid Midi (QIAGEN, Hilden, Germany), seguindo as

recomendacgdes do fabricante.

5.4.2 Clonagem do replicon bicistronico repYF-17D-LuclRES

O replicon bicistrénico repYF-17D-LuclRES foi construido a partir do clone
infeccioso do virus da febre amarela 17D (pBSC-YFV-17D) utilizando-se a técnica
de recombinacdo homologa em leveduras como descrito anteriormente (5.2.1.3). Os
genes das proteinas estruturais prM e E foram deletados, restando apenas seis
residuos da proteina prM e 24 residuos C-terminais da proteina E, para o correto
processamento da proteina C e sinalizacao para a proteina NS1, respectivamente. O
gene reporter Luc e o IRES do virus da encefalomiocardite (ECMV) foram clonados
no local dos genes das proteinas estruturais deletados. O elemento IRES foi inserido
entre o codon de parada do gene repérter Luc e o codon de iniciagdo da sequéncia
sinal de NS1 (24 aa da proteina E) (Figura 11).

A INst A foB | Ns3  |uals NS5 }ﬂTR

% L/ ' Produtos de PCR

pBSC-YFV-17D digerido
(Rsrll e Narl)

B

repYF-17D-LucIRES S‘EE Luc RESH st pa [ | Ns3  laahs NS5 }LUTR

v
6 aas prM 72nts C-terminal E

Figura 11. Representacdo esquematica da construgdo do replicon bicistrénico repYF-17D-LuclRES.
Nota: (A) Recombinacdo homdloga em levedura entre quatro produtos de PCR e o vetor pBSC-YFV-
17D digerido pela enzimas Rsrll e Narl. Os produtos de PCR estdo representados pela cor das
sequéncias que eles contém (B) Organizacdo do genoma do replicon bicistrénico repYF-17D-
LuclRES. * Sequéncias homologas (25 nt) para recombinagdo em levedura, exceto em NS1, para a
qual toda a sequéncia presente no produto (536 nt) participa da recombinagao.
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As metodologias utilizadas para a clonagem do replicon repYF-17D-LuclRES
foram semelhantes aquelas descritas nos itens 5.2.1.1, 5.2.1.2, 5.21.3 e 5.2.1.4. O
vetor pBSC-YF-17D foi digerido pelas enzimas Rsrll e Narl para liberagdo das
proteinas estruturais prM e E. Posteriormente, a recombinagdo homodloga foi
realizada entre o vetor pBSC-YF-17D digerido/purificado e quatro produtos de PCR.
O primeiro produto (549 pb) contém a regido 5-UTR e o gene da proteina C,
seguido pela sequéncia dos seis aa da prM; o segundo produto (2.332 pb) contém
os sete nt N-terminais de C, a sequéncia dos seis aa da prM e o gene reporter Luc; o
terceiro produto contém a sequéncia IRES-ECMV (676 pb); o quarto produto
contém os 72 nt da sequéncia sinal da proteina E seguidos pela sequéncia N-
terminal de NS1. Os primers utilizados nas reagbes de PCR sado mostrados no
Quadro 4.

Primer Sequéncia

pBSC-RsrlI-T7- CAAGCATGTAAATATCGTTTGAGTTCGGTCCGTAATACGACTCACTATAGAGTAAA
5'YFV-F? TCCTGTGTGCTAATTGAGG

PrM/Cap-R°® TTTCCGCACCAAGGTCACTC

YFV Luc Neo-F CGGTGGAGTGACCTTGGTGCGGAAAATGGAAGACGCCAAAAACATAAAG
rep-YFV-LUC-R TCATGCTCATGGACATTGTCATGTTCAATTTGGACTTTCCGCCCTTCTTG
Luc-EMCV-F _IC_éAGAAGGGCGGAAAGTCCAAATTGTGAGGCCGGCCAGACCACAACGGTTTCCC
EMCVYFVCEnv—-R  [TCATGGACATTGTCATGTTTCTTGTCATGGTATTATCGTGTTTTTCAAAGG
YFV-2375-F IACAAGAAACATGACAATGTCC

YFV-2980-R CAGTCTATGGTGTATTCAAAG

Quadro 4. Primers utilizados na construcéo do replicon bicistrénico repYF-17D-LuclRES.
Nota: As sequéncias homdlogas para recombinagdo em levedura estdo sublinhadas. ® Os primers s&o
identificados de acordo com as sequéncias que possuem e/ou amplificam. ®F- foward. ° R- reverse.

A confirmacgao da recombinacgao foi realizada por amplificacdo dos produtos de
PCR esperados, contendo os genes inseridos durante a recombinagdo. Apods,
extracdo do DNA plasmideal de levedura, este foi utilizado para transformar

bactérias E. coli DH10B como descrito no item 5.4.1.3.
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5.5 Caracterizacao dos replicons repYF-17D-Luc e repYF-17D-LuclRES

A replicacdo dos replicons subgenémicos do YFV foi avaliada por
imunofluorescéncia indireta e niveis de luciferase apos a transfeccdo de células
BHK21 com RNAs transcritos in vitro. Para a confirmagdo e caracterizagdo dos
replicons foram realizados procedimentos semelhantes aos descritos para os virus
repérter YFV-17D. Os procedimentos de PCR do genoma completo e transcrigdo in
vitro, transfeccao de células BHK21 e imunofluorescéncia indireta foram realizados

como descritos nos itens 5.3.1, 5.3.2 e 5.3.3, respectivamente.

5.5.1 Teste de atividade luciferase

Para a preparagao do extrato celular utilizado no teste de atividade da enzima
luciferase, células BHK21 transfectadas com o RNA transcrito in vitro de cada
replicon foram lavadas duas vezes com PBS pH 7,2 e lisadas pela adicdo do
reagente de lise celular (PROMEGA, Fitchburg, Wisconsin). O extrato celular foi
clarificado e 20 yL do sobrenadante foram misturados com 100 uL do substrato
luciferina  (PROMEGA, Fitchburg, Wisconsin). A atividade da luciferase foi

mensurada usando o luminédmetro Mithras LB 940 (Berthold).

5.6 Desenvolvimento de uma linhagem celular expressando os genes
estruturais prM e E do YFV

5.6.1 Otimizagao e sintese da sequéncia dos genes prM e E do YFV para expressao

em células eucariotas



Estratégias moleculares de utilizagdo do virus da febre amarela... Queiroz, S.R. A 58

A sequéncia dos 84 nt C-terminais do gene da proteina C foram submetidos a
otimizagado do uso do codon para expressao em celulas eucariotas juntamente com
as sequéncias completas dos genes das proteinas prM e E (Leto 1.0 Software). As
sequéncias otimizadas foram sintetizadas comercialmente (GENEART, Regensburg,
Germany) e, posteriormente clonadas no vetor comercial pcDNA3.1™(+)
(INVITROGEN, Carlsbad, CA, EUA) para expressdo em células eucariotas. Os sitios
de restricao Nhel e Kpnl inseridos nas extremidades da sequéncia na otimizagao

foram utilizados para a clonagem das proteinas virais no vetor (Figura 12).

CWY 232__819
T7 863.. 882
' g95Mhel[1)

Amp 64807476 prM/E YFV-17D opt 901...2964

- )

pUC ol 56653 6335
pCDNA-YFV-prM/E-opt

N 7476 bp
5¥40 pAS152._5282 \
I 2965 Kpnl[1)
Neo 4184.. 4978 BGH pA 3076...3300
SY¥Y40 37794122 f1or 33463774

Figura 12. Mapa do plasmideo pCDNA-YFV-prM/E-opt elaborado pelo programa Ape-A plasmid
Editor v1.10.4.

Nota: A posigao das principais sequéncias do vetor e os sitios de restrigdo Nhel e Kpnl usados na
clonagem da sequéncia alvo estdo identificados.

5.6.2 Transformacéao de E. coli e confirmagao de clonagem

Bactérias E. Coli (DH10B) foram transformadas por eletroporagédo com o DNA
plasmideal pCDNA-YFV-prM/E-opt e colbnias positivas, confirmadas por PCR com
par de primers especificos, foram crescidas para preparagdao de DNA plasmideal

como descrito no item 5.4.1.3.
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5.6.3 Eletroporacao de células HEK293 e selecao das células transformadas

Células HEK293 foram eletroporadas com 10 ug de DNA pCDNA-YFV-prM/E-
opt plasmideal como descrito no item 5.3.3 com algumas modificagcbes. Uma
suspensao de 4 x 10° células HEK293 em 400 uL de Cytomix (ANSARI et al., 2004)
foram eletroporadas em cuvetas de 4mm, seguindo as seguintes condi¢ées: 600V,
100 us, 4 pulsos, 1 s de intervalo entre os pulsos (eletroporador ECM-830, BTX).
Apos 48h de eletroporacéao, as células foram cultivadas diariamente em meio DMEM
suplementado com 10% soro bovino fetal, 2 mM L-glutamina, penicilina (100 U/mL),
streptomicina (100 pg/mL) e Geneticin® (GIBCO BRL Life Technologies, Sao Paulo,
Brasil) (700 ug/mL) para selegdo das células transformadas durante,

aproximadamente, 15 dias.

5.6.4 Selecao dos clones celulares por diluicdo limitante

ApOs a selecao das células transformadas foi realizada uma diluicdo limitante
para selecdo de clones individuais. Em resumo, foi realizada uma diluicdo das
células selecionadas para isolamento de clones em placa de 96 pogos para posterior
cultivo com 500 yg/mL de Geneticin® (GIBCO BRL Life Technologies, Sdo Paulo,
Brasil) e estoque a -80 °C. Os clones foram avaliados por imunofluorescéncia

indireta, Western Blotting e citometria de fluxo.

5.7 Caracterizacao da linhagem celular HEK293-YFV-prM/E-opt

5.7.1 Imunofluorescéncia indireta
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Células HEK293 transformadas e selecionadas foram fixadas com metanol
(P.A.) por 5 min a -20°C. Depois de fixadas, a imunofluorescéncia indireta foi
realizada como descrito no item 5.3.3. As células foram observadas ao microscopio
de fluorescéncia confocal Leica SP2 AOBS e as imagens analisadas pelo software

Lit Leica Confocal.

5.7.2 Curvas de multiplicacao celular

As taxas de multiplicagdo das células da linhagem HEK293-YFV-prM/E-opt
foram quantificadas por contagem diaria com intervalo de 24 h durante cinco dias.
As células foram individualizadas com tripsina 0,02% EDTA por 5 min e em seguida
ressuspendidas em DMEM suplementado com 10% de SFB numa concentragéo
final de 1 x 10° células/mL. Em seguida, 2 mL da suspensdo de células foram
distribuidos em cada pogo de uma placa de seis pogos e individualizadas
diariamente por ftripsinizacdo para contagem no contador de células Vi-Cell

(Beckman Coulter). Dois experimentos independentes foram realizados.

5.7.3 Citometria de fluxo

Células da linhagem HEK293-YFV-prM/E-opt foram tripsinizadas e em
seguida ressuspendidas em 5 mL de DMEM, suplementado com 10% de SFB.
Subsequentemente, as células foram lavadas duas vezes com solugao de lavagem
PBS-Wash (0,5% BSA/0,1% azida sdodica) e incubadas por 10 min com solugéo
PBS-P (0,5% BSA/ 0,1% azida soédica/ 0,5% saponina). Apds incubacédo a
temperatura ambiente, as células foram lavadas com PBS-Wash, centrifugadas a
335 g/10 min e ressuspendidas em 20 yL de um anticorpo oligoclonal anti-proteina
do E de YFV-17D (diluigdo 1:100 em PBS), produzido e caracterizado anteriormente
em nosso laboratério. Apds incubagédo de 30 min a 37°C em ambiente protegido da
luz, as células foram lavadas mais uma vez e o pellet foi ressuspendido em 20 uL de
uma diluicdo 1:100 em PBS do anticorpo anti-IgG de coelho (SIGMA-ALDRICH, St
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Louis, MO, EUA). Apdés uma segunda incubagao no escuro a 37 °C, as células foram
lavadas com as solugdes PBS-Wash e PBS-P, ressuspendidas em 500 uyL de
formaldeido (1 x 10° células) e mantidas a 4 °C até o momento das analises. Células
nao transfectadas foram usadas como controle negativo. As amostras foram lidas
em um citémetro FACSCalibur (Becton Dickson Immunocytometry Systems, Texas,

U.S.) e analisadas pelo software CellQuestPro.

5.7.4 Concentragdo das particulas subvirais recombinantes (RSPs)

Sobrenadantes de cultivo celular foram coletados, clarificados (600 g/10 min)
e o pellet de RSPs foi obtido por ultracentrifugacdo a 63.000 g por 2 h na
ultracentrifuga Optma™ LE-80K (Beckman Coulter). O pellet foi ressuspendido em
1:100 (V:V) do volume inicial em uma solugcdo de 5% de albumina sérica bovina
(BSA) em PBS e mantidos a -80C até o uso.

5.7.5 Western blotting

Os ensaios de Western blotting foram realizados sob condi¢des
desnaturantes. As células da linhagem HEK293-YFV-prM/E-opt e o pellet de RSPs
foram lisados com tampdo Laemmli e submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) 10%. As bandas protéicas no gel, depois da eletroforese
SDS-PAGE, foram transferidas para membranas de nitrocelulose e incubadas com
anticorpo oligoclonal anti-E YFV (in house- Diluicao 1:250) por 1 h, e depois com
anticorpo anti-IgG de coellho conjugado com peroxidase (SIGMA-ALDRICH, St
Louis, MO, EUA) na diluicao 1:500, por 1 h a temperatura ambiente. As bandas da
proteina E foram visualizadas com substrato Immobilon Western Chemiluminiscent
HRP (MILLIPORE, Billerica, MA, EUA).
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5.7.6 Trans-empacotamento

A habilidade de trans-empacotamento foi avaliada utilizando-se os replicons
repYF-17D-Luc e repYF-17D-LuclRES. O replicon repYF-17D-Luc possui o gene
reporter Luc entre os 63 nt restantes da proteina do capsideo e 72 nucleotidoes da
proteina do envelope. Este replicon foi utilizado como controle negativo do trans-
empacotamento devido a auséncia da proteina do capsideo. O segundo replicon,
repYF-17D-LuclRES, possui as regides das proteinas prM e E deletadas em sua
maioria, retendo apenas as sequéncias sinais de processamento dessas proteinas,
0 que permite que este replicon seja empacotado pelo fornecimento das proteinas
prM e E pela linhagem celular recombinante HEK293-YFV-prM/E-opt.

Células HEK293-YFV-prM/E-opt foram eletroporadas com 20 ug de RNA
destes replicons e apds deteccdo de uma taxa elevada de atividade luciferase,
aliquotas de sobrenadante destas células foram coletadas e inoculadas em novas
células HEK293 comuns, sem expressao de proteinas estruturais do YFV. Nessas
novas células inoculadas foi investigada a presengca do replicon empacotado,
através de ensaios de imunofluorescéncia indireta e atividade luciferase. Células da
linhagem HEK293-YFV-prM/E-opt também foram utilizadas para amplificacédo de

PPls. Os RNAs dos replicons foram preparados como descrito no item 5.3.1

5.7.6.1 Transfeccdo de células HEK293-YFV-prM/E-opt por eletroporacéo

Células HEK293-YFV-prM/E-opt foram eletroporadas pelo sistema Neon™
Transfection System, 100 pl Neon™ TIP (INVITROGEN, Carlsbad, CA, EUA),
seguindo instrugdes do fabricante. As condigdes de eletroporagdo de 5 x 10° células
foram: 1.100 V, 20 ms e dois pulsos. ApoOs eletroporacdo, as células foram
ressuspendidas em 4 mL de DMEM suplementado com 10% de SFB sem
antibidticos e distribuidas da seguinte maneira: aproximadamente 10° células (por
poco) em placa de seis pogos € 2 x 10° células em placa de 24 pocos (por poco).
Essa distribuicdo visava uma melhor acomodacéao celular para multiplicacao durante

cinco dias (placa de seis pogos) e otimizacao da lise diaria de células para avaliagao
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da atividade luciferase sem estresse celular por excesso de manipulagéo (placa de

24 pogos).

5.7.6.2 Andlise da replicacdo de PPls

Particulas pseudo-infecciosas produzidas pelas células HEK293-YFV-prM/E-
opt eletroporadas foram coletadas com intervalos de 24 h pods-eletroporacao e
substituicdo do meio de cultura. O cultivo de PPIs foi realizado pela infecgcao de
células HEK293 e HEK293-YFV-prM/E-opt com 750 pL (de um total de 2 mL) de
PPls coletadas. A replicagdo das particulas pseudo-infecciosas foi avaliada por

expressao do gene reporter Luc, como descrito anteriormente no item 5.5.1.
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6 RESULTADOS

6.1 Construcao dos vetores virais

6.1.2 Construcéo e caracterizagao da construgao YFV-YFP-DENV1linker

Seis clones de S. cerevisiae RFY206 YFV-YFP-DENV1linker foram testados
ap6s a recombinagao homodloga e, dentre os quais, cinco foram confirmados
recombinantes pela amplificacdo de produtos de PCR com o padrao esperado
(Figura 13).

A
5 UTR
c oM E NS5 —
B
1,5 kb

Figura 13. Confirmacao da construgao do virus YFV-YFP-DENV1linker por recombinagédo homadloga
em levedura.

Nota: (A) Representagdo esquematica da organizagdo gendmica do virus YFV-YFP-DENV1linker, a
localizagdo dos primers (YFV-E-YFP-F e YFV-2912-R) utilizados para a confiirmagdo da
recombinagdo homodloga e a extensédo do produto de PCR amplificado. (B) Eletroforese em gel de
agarose 1% de um produto de PCR de aproximadamente 1,5 kb contendo as sequéncias dos
produtos de PCR recombinados com o vetor pBSC-YFV-17D. Os numeros indicam o clone RFY206
pBSC-YFV-17D-DENV1linker. M- marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder.
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A escolha do par de primers (YFV-E-YFP-F e YFV-2912-R) para amplificar
um produto de PCR contendo a sequéncia do primeiro produto de PCR (na ordem
da posi¢cao no genoma viral) em sua extremidade 5’, seguida por parte da sequéncia
do vetor pBSC-YFV-17D assegurou uma maior confiabilidade na confirmacgdo da
recombinagcdo homdloga e a orientagéo correta dos fragmentos.

Quatro clones recombinantes (1, 2 3 e 4) foram selecionados para a
caracterizagao in vitro. Para isso, a amplificacdo do genoma completo destes clones
foi realizada, seguida por transcricdo in vitro e eletroporagdo de células BHK21,
como descrito na segdo de Materiais e Métodos. Dos quatro clones, cujos RNA
sintetizados in vitro foram usados para transfecgdo de células BHK21, apenas os
clones 1 e 3 geraram particulas infecciosas.

Um dos virus recuperados, clone 1, mostrou-se instavel logo apdés a sua
recuperacao, evidenciado pela auséncia de correlagao positiva entre a expressio de
gene reporter e efeito citopatico nas células infectadas. A perda do repérter YFP foi
confirmada pela amplificagcdo de um produto de PCR com padrao de banda menor
do que o esperado (dados nao mostrados) e sequenciamento. Apos trés passagens
em células BHK21, foi confirmada por sequenciamento a perda do gene reporter,
além da sequéncia stem-anchor da proteina E-DENV1 inseridos por recombinagao
homodloga, com retengdo de apenas seis dos nove aa de NS1 duplicados na porgao
N-terminal do YFP (Figura 14). O clone 3, no entanto, permaneceu expressando o
gene reporter durante a terceira passagem e sugerindo maior estabilidade do que o
clone 1.

A intencao de validar uma estratégia adequada para a construgéo de um virus
YFV-17D expressando sequéncias heterélogas longas motivou a caracterizagao in
vitro do virus YFV-YFP-DENV1linker clone 3 que se mostrou mais estavel

geneticamente (Figura 14).
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Figura 14. Representagéo esquematica do genoma do virus YFV-YFP-DENV1linker: clones 1 e 3.
Nota: A delegdo de nt é representada por linhas tracejadas e a sequéncia de nt correspondentes aos
seis aa preservados no clone 1 esta sublinhada.

As amplificagdes de produtos de PCR com padrao de bandas esperado,
contendo o gene YFP e a sequéncia stem-anchor E-DENV1, mostraram que o
virus YFV-YFP-DENV1linker clone 3 possuia o gene heterélogo e que esse nao foi
perdido durante as dez passagens em cultivo celular (Figura 15A).

A caracterizagdo das placas formadas em cada uma das passagens em
células BHK21 pelo clone 3 revelou uma progressdo no tamanho das placas.
Placas de tamanhos pequenos foram formadas em passagens baixas (p3 e p5),
enquanto placas maiores foram observadas nas passagens posteriores. Placas de
tamanho semelhante as placas formadas pelo YFV-17D foram observadas na 15°

passagem (Figura 15C).
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Figura 15. Avaliagao da estabilidade do virus YFV-YFP-DENV1linker clone 3.

Nota: (A) Representacdo esquematica da organizacao gendmica do virus YFV-YFP-DENV1linker e a
localizagdo dos primers (YFV-E-1974-F e YFV-2912-R) utilizados para a avaliagdo da estabilidade
viral e a extensdo do produto de PCR amplificado. (B) Eletroforese em gel de agarose 1% de
produtos de PCR com padrédo de banda esperado (1.983 pb) amplificado pelo par de primers: YFV-E-
1974F e YFV-2912-R. (C) Morfologia de placas do virus YFV-YFP-DENV1linker clone 3 de diferentes
passagens em células BHK21.

Legenda: As passagens séo indicadas pela letra p seguida pelo nimero correspondente de vezes
que o sobrenadante de células infectadas foi coletado e re-inoculado em novas células BHK21 (p3,
p5, p10, p15); C+: YFV-17D; C-: células BHK21 nao infectadas.

A expressao do gene reporter YFP e proteinas virais do virus recombinante
YFV-YFP-DENV1linker clone 3 foram avaliadas durante 15 passagens em células
BHK21 (Figura 16). O YFV-YFP-DENV1linker clone 3 mostrou-se estavel durante 15
passagens com expressao constante de YFP. A replicacao viral, evidenciada pela
expressao das proteinas de YFV, foi proporcional a expressao do gene YFP até a

15% passagem.
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Figura 16. Replicagao do virus YFV-YFP-DENV1linker clone 3. Fluorescéncia do gene reporter (YFP)
e imunofluorescéncia indireta (IFI) em células BHK21 infectadas pelo virus YFV-YFP-DENV1linker
clone 3 em diferentes passagens.

Nota: Ensaio de imunoflorescéncia indireta realizada com os anticorpos primarios de fluido ascitico
hiperimune anti-Flavivirus grupo B e anticorpos secundarios anti-camundongo IgG conjugados com
FiTC (Ver Materiais e Métodos). As passagens sao indicadas pela letra p seguida pelo numero
correspondente. Imagens coletadas da mesma lamina processada para leitura de YFP e
posteriormente para IFl. Aumento 100x.
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As taxas de replicacdo do YFV-YFP-DENV1linker clone 3 foram monitoradas
e quantificadas por ensaios de placas, como descrito em Materiais e Métodos. A
Figura 17 mostra o comportamento deste virus durante o periodo de cinco dias, em
duas passagens diferentes: trés e 15. Essas passagens foram selecionadas por
corresponder a uma baixa e alta passagem do virus, respectivamente, e desta forma
representar com maior fidelidade a estabilizagdo da capacidade replicativa ao longo

de passagens sucessivas em células de cultivo.
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Figura 17. Curvas de replicagédo do virus YFV-YFP-DENV1linker clone 3.

Nota: Células BHK21 foram infectadas com 0,02 MOI. Nos tempos indicados, aliquotas do meio de
cultura foram coletadas e o titulo viral foi determinado por ensaio de placa como descrito em Materiais
e Métodos. O desvio padrao foi obtido pela média de duas repetigdes.

Uma replicagao lenta do virus YFV-YFP-DENV1linker clone 3 foi observado
na passagem 3, com producdo de um numero relativamente pequeno de particulas
infecciosas apos 24 h de infecgéo (0,7 log1oUFP/mL). Apos quatro dias de infecgéo,
o YFV-YFP-DENV1linker clone 3 alcangou titulos (4,4 logcUFP/mL) semelhantes
aos do YFV-17D (4,8 logioUFP/mL). No entanto, neste ultimo foi observado um
efeito citopatico acentuado que correspondeu a queda dos titulos apos 96 horas de
infecgao.

Apds 15 passagens em cultivo celular, o YFV-YFP-DENV1linker clone 3
revelou um comportamento semelhante ao observado no virus YFV-17D, em termos
de taxas de replicagdo. O YFV-YFP-DENV1linker clone 3 produziu um pico de 5,3
log1oUFP/mL apés 72 h da inoculagdo, enquanto o YFV-17D produziu 5,9
log1oUFP/mL no mesmo intervalo de tempo. Apds esse momento, foi observado
declinio dos titulos virais de ambos os virus e efeito citopatico acentuado.

A investigacao da estabilizagao do virus YFV-YFP-DENV1linker clone 3 (p 15)
em nivel genético levou a identificacdo de algumas mutacdes ao longo do genoma
viral (Quadro 5 ).
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Mutacéao
Posicao® Gene Sequéncia Mudanca de Aminoacido
2679 YFP TparaC F65L
5186 NS2a CparaT Nao (silenciosa)
6977 NS3 C para G Nao (silenciosa)
9514 NS5 G para A E279K

70

Quadro 5. Diferengas entre as sequéncias do plasmideo pBSC-YFV-17D-YFP-DENV1linker e do

virus YFV-17D-YFP-DENV1linker clone 3.

Legenda: ® Numerada de acordo com a posi¢édo do nucleotideo no genoma viral.

As quatro mutacdes identificadas, exceto a mutagcdo F65L (fenilalanina para

leucina) no gene YFP, estavam localizadas em proteinas nao-estruturais. Destas, a

maioria constitui mutagdo silenciosa (posigbes 5186 e 6977) localizadas nas

regides codificantes das proteinas NS2A e NS3. A mutagéao identificada na proteina

NS5 E279K (glutamato para lisina) foi a que despertou maior atengdo, devido a

importancia dessa proteina na replicagao viral. O numero limitado de alteragbes em

nivel de nt e os tipos de mutagdes (maioria silenciosa e dentro de proteinas nao-

estruturais) indicam a estabilidade genética do YFV-YFP-DENV1linker clone 3.

6.1.3 Construcdo e caracterizacao do vetor YFV-YFP-SSE

A recombinagdo homdloga em leveduras para construgao do vetor YFV-YFP-

SSE foi realizada com sucesso entre o vetor pBSC-YFV17D linearizado e dois

fragmentos de PCR (792 pb e 586 pb, respectivamente). Uma eficiéncia de

recombinacao satisfatoria foi revelada pela confirmacdo de todos os 5 clones da
construcéo YFV-YFP-SSE testados (Figura 18).
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Figura 18. Confirmagao da construgdo do virus YFV-YFP-SSE por recombinagdo homéloga em
levedura.

Nota: (A) Representagdo esquematica da organizacdo gendmica do virus YFV-YFP-SSE e a
localizagédo dos primers (EYFV-YFP-F e YFV-2980-R) utilizados para a confirmagédo da recombinagéo
homologa e a extensédo do produto de PCR amplificado. (B) Eletroforese em gel de agarose 1% de
um produto de PCR de aproximadamente 1.353 pb contendo o gene repérter YFP e a sequéncia sinal
do envelope (SSE).

Legenda: Os numeros indicam os clones de pBSC-YFV-17D-SSE (1 e 2); M- marcador de peso
molecular 1 kb DNA Ladder.

Quatro clones foram selecionados para transcri¢cao in vitro e eletroporagéao de
células BHK21. Destes, apenas dois (1 e 2) geraram particulas infecciosas apés a
transfeccdo de células BHK21 com os transcritos in vitro de cada clone. Um dos
clones (clone 2) mostrou-se instavel apos quatro passagens em cultivo celular. Os
produtos de PCR possuiam peso molecular menor do que o padrao esperado para o
gene reporter e o0 segmento SSE (dados ndao mostrados). Analises de
sequenciamento revelaram perda total do gene repérter e da maioria da sequéncia
SSE, com retencéo de apenas 19 nt C-terminais (Figura 19).

O segundo clone (clone 1) apresentou-se aparentemente estavel até a 5°
passagem, com expressao de gene reporter e amplificagdo de um produto de PCR
contendo o gene YFP e SSE. Sendo assim, a caracterizagdo do YFV-YFP-SSE

prosseguiu com apenas este clone.
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Figura 19. Representacdo esquematica do genoma dos virus YFV-YFP-SSE clones 1 e 2.

Nota: A delecao de nt é representada por linhas tracejadas e a sequéncia de nt de SSE preservada
nos clones esta sublinhada. O ndmero indica a posi¢gdo do nucleotideo a partir do qual iniciam as
mutacoes (dele¢des/substituicdes).

As amplificacdes de produtos de PCR com padrao de bandas esperado para
o gene reporter YFP e a sequéncia sinal de E estdo apresentadas na Figura 20. O
padrdao de banda esperado de 1.731 pb foi observado até a passagem 9. Em
passagens consecutivas, foram visualizadas bandas correspondentes a outros
padroes de peso molecular, indicando a instabilidade viral com delecdo do
fragmento inserido, e consequentemente, geracdo de amplicons de diferentes
extensodes (Figura 20 B).

A caracterizagédo das placas virais formadas revelou um padrao diversificado
em cada uma das passagens (Figura 20 C). Placas pequenas foram observadas nas
3% e 9% passagens, porém, na 10% passagem foi observada a formagao de placas de
diferentes tamanhos indicando a presengca de uma populagao viral mista. Essa
suspeita foi confirmada pela heterogeneidade de amplicons produzidos nas reagdes
de RT-PCR (Figura 20 B). Por fim, as placas formadas na 15% passagem
apresentavam aspecto semelhante aquelas formadas pelo YFV-17D. A
homogeneidade das placas virais observada nessa passagem viral (Figura 20 C)
indica a estabilizagdo do YFV-YFP-SSE pela delegdo de grande parte do fragmento

inserido e, consequentemente, melhor replicacdo em células BHK21.
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Figura 20. Avaliacdo da estabilidade do virus YFV-YFP-SSE clone 1.
Nota: (A) Representagdo esquemédtica da organizacdo gendmica do virus YFV-YFP-SSE, a
localizagdo dos primers (YFV-E-1974-F e YFV-2912-R) utilizados para a avaliagédo da estabilidade
viral e a extensdo do produto de PCR amplificado. (B) Produtos de PCR amplificados pelo par de
primers: YFV-1974F e YFV-2912R; (C) Morfologia de placas do virus YFV-YFP-SSE clone 1 me
diferentes passagens em células BHK21.

Legenda: As passagens sao indicadas pela letra p seguida pelo nimero correspondente de vezes
que o sobrenadante de células infectadas foi coletado e re-inoculado em novas células BHK21 (p3,
p9, p10, p15); C+: YFV-17D; C-: células BHK21 nao infectadas.

A expressao do gene reporter YFP e proteinas virais pelo virus YFV-YFP-
SSE clone 1 foram avaliadas durante 15 passagens em células BHK21 (Figura 21).
Em passagens baixas, 3% e 5% o gene reporter foi expresso, entretanto, uma
intensidade maior de expressédo foi observada nas passagens nove e 10. Uma
correlagcao positiva entre a expressao de YFP e proteinas de YFV foi observada até
a 9% passagem. A partir da 102 passagem, um numero cada vez menor de células
permaneceu expressando o gene repoérter quando comparado ao numero de ceélulas
que expressavam proteinas de YFV. Esses resultados confirmam a instabilidade do
virus YFV-YFP-SSE clone 1 e sugerem que esse processo teve inicio na 9°

passagem.
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Figura 21. Replicagdo do virus YFV-YFP-SSE clone 1. Fluorescéncia do gene reporter (YFP) e
imunofluorescéncia indireta (IFI) em células BHK21 infectadas pelo virus YFV-YFP-SSE clone 1 em
diferentes passagens.

Nota: Ensaio de imunofluorescéncia indireta realizada com os anticorpos primarios de fluido ascitico
hiperimune anti-Flavivirus grupo B e anticorpos secundarios anti-camundongo IgG conjugados com
FiTC (Ver Materiais e Métodos). As passagens sao indicadas pela letra p seguida pelo nimero
correspondente. Imagens coletadas da mesma lamina processada para leitura de YFP e
posteriormente para IFl. Aumento 100x.



Estratégias moleculares de utilizagdo do virus da febre amarela... Queiroz, S.R. A 75

As curvas de replicagao do virus YFV-YFP-SSE clone 1 foram avaliadas por
um periodo de cinco dias e quantificadas por ensaios de placas, como descrito em
Materiais e Métodos. A Figura 22 mostra o comportamento deste virus durante duas
diferentes passagens (trés e 15). As curvas de replicacdo revelaram que, em
passagem baixa, o virus YFV-YFP-SSE clone 1 multiplicou-se lentamente e produziu
um titulo de 5,3 log1oUFP/mL com 96 h de infecgéo, préximo ao que o virus YFV-
17D produziu (4,9 log1oUFP/mL) em 48 h. Um pico maximo de infec¢ao foi alcangado
apos 96 h de infeccdo com 5,2 logioUFP/mL. Porém, na passagem quinze, esse
virus apresentou uma replicagdo semelhante ao YFV-17D cujo pico maximo foi
observado com 72 h de infecgao com titulos de 5,3 log1cUFP/mL e 5,9 log1cUFP/mL
para o YFV-YFP-SSE e YFV-17D, respectivamente.

7- ~-m p3 7- - p15
o 69 — YFV-17D o 64 — YFV-17D
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=) 2
e ¥ B ¥
T, - T 2
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Figura 22. Curvas de replicacao do virus YFV-YFP-SSE clone 1.

Nota: Células BHK21 foram infectadas com 0,02 MOI em duas diferentes passagens, passagem trés
(p3) e passagem 15 (p15). Nos tempos indicados aliquotas do meio de cultura foram coletadas e o
titulo viral foi determinado por ensaio de placa como descrito em Materiais e Métodos. O desvio
padrao foi obtido da média de duas repetigbes.

6.2 Construcao dos replicons subgendmicos do YFV

6.2.1 Construcéo e caracterizagao do replicon monocistronico repYF-17D-Luc

O vetor pBSC-repYF-17D apresenta um sitio unico de restricado para a enzima
Narl, que foi utilizado para a sua linearizacdo. O gene repérter Luc amplificado por
PCR e o vetor pBSC-repYF-17D linearizado foram utilizados para transfectar
leveduras e, por recombinacdo homologa, geraram o pBSC-repYF-17D-Luc. A

confirmacao da recombinacéo foi revelada por amplificacdo de produto de PCR com
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padrdo de banda esperado de 2,3 kb, contendo o gene reporter Luc em todos os

quatro clones RFY206 selecionados (Figura 23).
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Figura 23. Confirmagdo da construgdo do replicon repYF-17D-Luc por recombinacdo homodloga em
levedura.

Nota: (A) Representacdo esquemdtica da organizagdo gendémica do replicon repYF-17D-Luc, a
localizagdo dos primers (repYFV-Luc-F e YFV-2980-R) utilizados para a confirmacdo da
recombinagdo homologa e a extensido do produto de PCR amplificado. Amplificagdo de um produto
de PCR de aproximadamente 2,3 kb contendo o gene reporter.

Legenda: Os numeros indicam os clones da construgdo pBSC-repYF-17D-Luc (1, 2, 3 e 4);. M-
marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder.

Células BHK21 transfectadas com RNA sintetizado in vitro do replicon repYF-
17D-Luc (clone 2) foram avaliadas 48 h pds-eletroporagdo quanto a expressao de
luciferase e proteinas virais. Ensaios de imunofluorescéncia revelaram que o repYF-
17D-LuC é funcional, apresentando capacidade de replicagdo autbnoma (Figura 24
A). O ensaio de atividade da luciferase em células BHK21 transfectadas com o RNA
transcrito in vitro do replicon repYFP-17-Luc clone 2, demonstrou um pico de
expressao do gene luciferase 48 h pds-eletroporacao, e uma diminuicdo acentuada
apos seis dias de eletroporagao (Figura 24 B).

A expressao do gene reporter Luc indicou replicacédo eficiente do replicon,
além da transcricdo e processamento adequados do gene heterdlogo inserido no
replicon. Esses resultados juntos confirmam a viabilidade do replicon monocistrénico
repYF-17D-Luc.
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Figura 24. Replicagdo do replicon subgendmico repYF-17D-Luc em células BHK21

Nota: (A) Ensaio de imunofluorescéncia indireta em células BHK21 transfectadas com RNA
sintetizado in vitro, realizado 48 h pos-eletroporagédo com os anticorpos primarios de fluido ascitico
hiperimune anti-Flavivirus grupo B e anticorpos secundarios anti-camundongo IgG conjugados com
FiTC (Ver Materiais e Métodos). Aumento de 400X. (B) Atividade luciferase detectada em extratos de
células BHK21 eletroporadas com RNA sintetizado in vitro em intervalos de 24 horas durante sete
dias. Dados apresentados em Raw Luciferase Units (RLU).

6.2.2 Construcéo e caracterizagao do replicon bicistronico repYF-17D-LuclRES

A construgado do replicon bicistrénico repYF-17D-LuclRES foi realizada com
sucesso pela técnica de recombinacdo homodloga em levedura Saccharomyces
cerevisiae com a selecao de um clone recombinante confirmado por PCR. Apds a
extragao do DNA plasmideal de levedura foram realizadas duas reagdes de PCR por
clone: uma PCR para amplificagédo da primeira metade do inserto (primers: pBSC-
Rsrll-T7-5°YFV-F e REP-YFV-LUC-R) e outro para a segunda metade (primers: Luc
EMCV-F e YFV-2980-R) correspondendo a produtos de 2800 pb e 1685 pb,
respectivamente (dados ndo mostrados).

A replicagéo e viabilidade do replicon repYF-17D-LuclRES clone 6 foram
avaliados pela deteccdo da expressdao de proteinas virais por ensaio de
imunofluorescéncia indireta e pela mensuragcdo da atividade do gene reporter
luciferase em células eletroporadas com o RNA transcrito in vitro (Figura 25). Os
resultados desses ensaios confirmaram a eficiente replicagao do replicon bicistrénico
repYF-17D-LuclRES clone 6 em células BHK21.
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Figura 25. Replicacdo do replicon subgendmico repYF-17D-LuclRES clone 6 em células BHK21.
Nota: (A) Deteccdo da expressédo de proteinas virais em células BHK21 transfectadas com o RNA
transcrito in vitro, realizado pela técnica de imunofluorescéncia indireta 48 h apos eletroporagao com
anticorpos primarios de fluido ascitico hiperimune anti-Flavivirus grupo B e anticorpos secundarios
anti-camundongo IgG conjugados com FiTC (Ver Materiais e Métodos). Aumento 630X. (B) Atividade
do gene reporter luciferase em extratos de células BHK21 eletroporadas com RNA in vitro do replicon
repYF-17D-LuclRES clone a 48 h e 72 h pés-eletroporagéo. A atividade luciferase é apresentada em
numero de aumento de vezes na expresséo de Luc em relagao ao controle negativo (células BHK21
nao eletroporadas).

6.3 Desenvolvimento da linhagem celular HEK293-YFV-prM/E-opt

Para o empacotamento dos replicons subgenémicos do YFV em PPls, foi
desenvolvida uma linhagem celular expressando as proteinas prM e E do YFV. A
clonagem destas proteinas, otimizadas para expressdao em células eucariotas, foi
realizada em vetor comercial pPCDNA3.1 (+) como descrito em Materiais e Métodos.

As células HEK293 transfectadas com o plasmideo pCDNA-YFV-prM/E-opt
foram selecionadas pela adicdo da droga Geneticin® no meio de cultura e
monitoradas para expressdao das proteinas estruturais do YFV (dados né&o
mostrados). Foi observado que 50-70% das células expressavam proteinas do YFV
apo6s selegcao por Geneticin®. Devido a essa heterogeneidade, ensaios de diluicao
limitante foram realizados na tentativa de se obter uma populagdo mais homogénea
de expresséao protéica recombinante e em taxas elevadas. Trés clones (3, 16 e 17)
com melhor expressao dessas proteinas foram selecionados e, subsequentemente,
caracterizados. A Figura 26 mostra a expressao de proteinas do YFV identificada
por imunofluorescéncia positiva na linhagem HEK293-YFV-prM/E-opt desenvolvida.
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IFI Contraste Sobreposicao

Figura 26. Expressao de proteinas estruturais prM e E do YFV pela linhagem celular HEK293-
YFV-prM/E-opt.

Nota: Imunofluorescéncia indireta.

Legenda: A- células HEK293-YFV-prM/E-opt clone 3; B- células HEK293-YFV-prM/E-opt clone
16; C- células HEK293-YFV-prM/E-opt clone 17; D- células HEK293 infectadas com YFV-17D;

E- células HEK293 néo infectadas. Aumento 630X.
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Todos os trés clones selecionados (3, 16 e 17) mostraram-se expressando
proteinas do YFV na maioria das células, com taxas de multiplicagdo mais lentas em
relacdo as células HEK293 (Figura 27). A proteina E do YFV foi detectada por
western blotting, no lisado celular e sobrenadante de células HEK293-YFV-prM/E-
opt, indicando producao e liberacdo de RSPs por esta linhagem celular (Figura 27
B). A analise por citometria de fluxo da linhagem celular HEK293-YFV-prM/E-opt
revelou 59% a 90% de células positivas para expressédo de proteina E do YFV nos
trés clones analisados (Figura 27 C) e confirmou o maior numero de células

positivas para a expressao da proteina E no clone 16.
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Figura 27. Caracterizagao da linhagem celular HEK293-YFV-prM/E-opt.

Nota: (A) Curva de replicagéo dos trés clones (3, 16 e 17) da linhagem HEK293-YFV-prM/E-opt. (B)
Detecgdo de proteinas especificas de YFV-17D em extratos celular e de sobrenadante de células da
linhagem HEK293-YFV-prM/E-opt. (C) Citometria de fluxo das células HEK293-YFV-prM/E-opt
clones 3, 16 e 17 com anticorpos especificos para proteinas do YFV.

Legenda: 1- células HEK293 infectadas com YFV-17D; 2- células HEK293 n&o infectadas; 3-
células da linhagem HEK293-YFV-prM/E-opt clone 3; 4- clone 16; 5- clone 17.

A Figura 28 A demonstra a replicagao destes replicons na linhagem HEK293-
YFV-prM/E-opt clone 16 revelada pelas taxas de expressao da atividade luciferase.
Um aumento de aproximadamente 390 vezes na expressdo de Luc apds 48 h da
transfecgcdo em relacdo ao controle negativo, correspondendo ao pico maximo de
expressdo do gene reporter pelo replicon repYF-17D-Luc. Por outro lado, a
expressao maxima de atividade luciferase detectada pela replicacdo do replicon
bicistronico repYF-17D-LuclRES foi de 724 vezes em relagao a atividade basal apds
72 h da eletroporacao.
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Na tentativa de recuperar PPIls, sobrenadantes das células eletroporadas com
os respectivos replicons foram inoculadas em células HEK293 (n&o transformadas) e
posteriormente avaliadas para expressao de atividade do gene reporter luciferase e
proteinas nao-estruturais do YFV. A atividade luciferase foi detectada em lisado de
células inoculadas com sobrenadante da eletroporacdo com o replicon bicistrénico
repYF-17D-LuclRES (Figura 28 B), o que indicou que apenas esse replicon foi
empacotado em PPIs. A falha no trans-empacotamento do replicon repYF-17D-Luc
ja era esperada e por isso foi utilizado como controle negativo. Este replicon néo
possui a proteina do capsideo que € essencial para o trans-empacotamento
(JONES; PATKAR; KUHN, 2005; KHROMYKH; VARNAVSKI; WESTAWAY, 1998.).
O replicon repYF-17D-LuclRES, no entanto, possui a proteina C e por isso foi trans-
empacotado pelo fornecimento de proteinas prM e E pela linhagem HEK293-YFV-
prM/E-opt.
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Figura 28. Trans-empacotamento do replicon repYF-17D-LuclREs pela linhagem celular
HEK293-YFV-prM/E-opt clone16.

Nota: (A) Taxas de expressdo de luciferase nos extratos de células da linhagem HEK293-YFV-
prM/E-opt clone16 eletroporadas com o RNA transcrito in vitro dos replicons repYF-17D-Luc e
repYF-17D-LuclRES 24, 48, 72, 96 e 120 h pds-eletroporacdo. (B) Taxa de expresséo de
luciferase em células HEK293 infectadas com sobrenadante de células da linhagem celular
HEK293-YFV-prM/E-opt clone 16 eletroporadas com o RNA transcrito in vitro dos replicons
repYFV-17D-Luc e repYFV-17D-Luclres 72 h pds-eletroporagédo. (C) Taxa de expressédo de
luciferase em células da linhagem HEK293-YFV-prM/E-opt clone 16 infectadas com VLPs de
células da linhagem celular HEK293-YFV-prM/E-opt clone 16 eletroporadas com os replicons
repYF-17D-Luc e repYF-17D-LuclRES 72 h pés-eletroporagéo.
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7 DISCUSSAO

O presente trabalho descreve a construcdo e caracterizagdo dos YFV
recombinantes YFV-YFP-DENV1linker e YFV-YFP-SSE que expressam o0 gene
repérter YFP, baseados nas estratégias de Bonaldo et al. (2007) e Bredenbeek et al.
(2006), respectivamente.

A insercdo de genes reporter é amplamente utilizada em manipulagdes
genéticas de Flavivirus (JONES; PATKAR; KUHN, 2005; PIERSON et al., 2005;
SHUSTOV; MASON; FROLOV, 2007) e foi empregada nas presentes construgdes
para otimizar a sua caracterizacao e avaliacao.

Genes reporter constituem uma alternativa rapida e facil para avaliar a
replicacdo do genoma viral. Uma das vantagens do uso de genes reporter € a
correlagao direta da expressao do gene reporter com a viabilidade e replicagdo viral
(FAYZULIN et al., 2006; KHROMYKH, 2000; KHROMYKH and WESTAWAY, 1997;
PIERSON et al., 2005; ROSSI et al., 2005; SCHOLLE et al., 2004; SHI et al., 2002;
SHUSTOV; MASON; FROLOV, 2007) além da facilidade de serem substituidos
posteriormente por outros genes de interesse. Assim, genes reporter constituem
uma ferramenta valiosa para validagdo de estratégias de manipulagdo genética de
vetores vacinais competentes. Para isso, dois sitios de restricdo para a enzima Narl/
foram inseridos nas duas extremidades do gene repoérter YFP, com o intuito de
posteriormente substituir este gene por outros genes de interesse.

A estratégia de insergdo de sequéncia heterdloga na juncdo E/NS1 proposta
por Bonaldo et al. (2007) levou em consideragao a presencga de regides funcionais
para o processamento da poliproteina, além da conservagcao de aa que flanqueiam
essa juncao. Esta manipulacdo genética visa um processamento adequado, tanto
das proteinas virais quanto das exogenas, resultando em uma melhor eficiéncia da
viabilidade dos virus clonados apds insergao de sequéncias longas de nt exégenos.

Para avaliacdo dessa estratégia foi construido um virus quimérico YFV-YFP-
DENV1linker com insergao do gene reporter YFP entre os genes das proteinas E e
NS1 por duplicagdo de nove aa de NS1 do YFV na porgéo N-terminal do gene YFP e
o dominio stem-anchor do DENV1 na sua porgéo C-terminal (DENV1linker).

O dominio stem-anchor, reponsavel pela acomodacdao da proteina E na
membrana do RE, é constituido por quatro estruturas bem definidas: duas hélices

(H1 e H2) e duas regides transmembranas (TM1 e TMZ2) (Figura 29). A sua
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duplicagédo visa uma insergdo mais adequada do gene heterdlogo na jungédo dos
genes E/NS1 sem alteragao da estrutura tridimensional da proteina E. A duplicagao

dos nove aa de NS1 visa o correto processamento do gene heterdlogo por proteases

celulares.
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Figura 29. Diagrama esquematico da organizagao das proteinas E e NS1 na membrana celular.
Fonte: Adaptado de Bonaldo et al. (2007).

Nota: A) Representagdo de parte da poliproteina (E-NS1) do YFV, sua inser¢do na membrana
citoplasmatica do reticulo endoplasmatico (RE), o sitio de clivagem protéica por proteases celulares
(seta azul) e a regido stem-anchor da proteina E com seus diferentes elementos (H1 e H2;TM1 e
TM2); B) Representacado da mesma regido com insergéo do gene reporter Yellow Fluorescent Protein
(YFP) fusionado em sua extremidade N-terminal com nove aa da proteina NS1 do YFV-17D, e a
sequéncia stem-anchor do virus da dengue tipo 1 (DENV1) em sua extremidade C-terminal. As setas
azuis indicam os sitios de clivagem protéica por proteases celulares.

O virus quimérico denominado YFV-YFP-DENV1linker, construido pela
técnica de recombinagdo homodloga em levedura, apresentou a mesma organizagao
genética proposta por Bonaldo e colaboradores (2007) (Figura 8). Os cdédons dos
nove primeiros aa da NS1 duplicados na por¢cao N-terminal do gene reporter YFP
foram manipulados manualmente para minimizar o risco de recombinagao
homologa.

Estudos anteriores relatam que homologias de 20 a 30 nt s&o suficientes para

recrutar a maquinaria de recombinagdo em células eucariotas (GIBSON, 2009;
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GIBSON et al., 2008b; MANIVASAKAM et al., 1995). Nesse sentido, é possivel que
a perda do gene reporter durante sucessivas passagens em cultivo celular
identificada na construgcao de recombinantes com duplicagdo de sequéncias génicas
deva-se principalmente a recombinagdo homologa entre as sequéncias duplicadas.

A homologia de 68% entre as duas regides stem-anchor do gene E (YFV e
DENV1) foram suficientes para garantir a estabilidade observada apos 15
passagens em cultivo celular. Acredita-se que homologias inferiores a 58% possam
assegurar maior estabilidade ao genoma viral, como sugerido por BONALDO et al.
(2007), no entanto, homologias superiores podem conferir estabilidade ao genoma
viral semelhante ao observado com 58% de homologia entre essas duas regides.

Os YFV recombinantes contendo inser¢des genéticas devem ser estaveis
geneticamente para o desenvolvimento de vacinas vivas atenuadas serem utilizados
no desenvolvimento de novas vacinas virais atenuadas. Desta forma, a estabilidade
genética do virus YFV-YFP-DENV1linker foi avaliada por passagens sucessivas em
cultivo celular. Células BHK21 foram infectadas com 0,02 MOI para induzir taxas
replicativas elevadas do genoma viral permitindo a ocorréncia de processos de
recombinacdo homologa e, possivelmente, conduzindo a eliminagdo do cassete de
expressao do gene reporter YFP. Entretanto, esse virus mostrou-se geneticamente
estavel e manteve o cassete YFP durante 15 passagens (Figura 15 e dados né&o
mostrados).

A morfologia de placas formadas durante sucessivas passagens em células
BHK21 foi se modificando (Figura 15 B), de placas pequenas nas passagens trés e
cinco, para placas maiores nas passagens seguintes, alcangando aspecto
semelhante ao do YFV-17D na 15 passagem. A expressdo de YFP até essa Ultima
passagem (Figura 16) confirmou a estabilidade viral, e a alteragao na morfologia de
placas sugeriu uma adaptacao da replicagao viral em células BHK21.

Evidéncias indicam que a estabilidade de YFV recombinantes avaliada in vitro
correlaciona-se com a estabilidade in vivo (FRANCO et al.,, 2010). Assim, uma
avaliacao de até 10 passagens em cultivo celular é suficiente para assegurar a
estabilidade genética de construgdes recombinantes de YFV para utilizagdo no
desenvolvimento de vacinas vivas atenuadas (GUY et al., 2010).

Quatro mutagdes foram encontradas na 15% passagem (Quadro 5), sendo
duas mutacgdes silenciosas e duas com alteracdo de aa. Exceto pela mutagdo no
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gene YFP, as outras foram localizadas em proteinas n&o-estruturais do genoma, e
provavelmente, refletem uma adaptacéao viral para replicagdao em cultivo celular.

O genoma do YFV é altamente estavel comparado com a maioria dos virus
RNA, ambos in vivo e in vitro (BARBAN et al., 2007). Essa estabilidade genémica
elevada pode ser atribuida a baixa taxa de erro da polimerase viral do virus YFV-
17D (PUGACHEV et al., 2004). Todas as mutagbes encontradas na regido que
codifica as proteinas nao-estruturais do virus recombinante YFV-YFP-DENV1linker
estavam localizadas nos mesmos genes (NS2A, NS3 e NS5) daquelas observadas,
como adaptativas, no YFV-17D ao longo de 12 anos (BARBAN et al., 2007).

As taxas de replicagdo de duas diferentes passagens, 3% e 157, mostraram a
diferengca desse virus em passagens baixa e tardia (Figura 17) e confirmaram a
adaptagdo ao cultivo celular depois de sucessivas passagens. As taxas de
replicagdo alcangaram niveis semelhantes aos do YFV-17D na 15% passagem, com
pico maximo apos 72 h de infecgao.

A replicagao mais lenta do virus YFV-YFP-DENV1linker passagem baixa, em
relagdo ao YFV-17D, pode ser explicada, em parte, pelo seu genoma extenso e por
carrear um gene heterélogo. Dessa forma, a mutacdo no gene da proteina NS5
(E279K) pode ter contribuido para uma taxa replicativa do virus recombinante YFV-
YFP-DENV1linker semelhante as do YFV-17D (Figura 17 ). A avaliagao criteriosa de
uma construcdo de um novo YFV-YFP-DENV1linker com essa mutagcdo poderia
contribuir para elucidar sua importancia na replicagao viral, manipulagado possivel
gracas a genética reversa desenvolvida para esse virus.

A literatura relata que essa estratégia de insergdo de um gene reporter entre
as proteinas E e NS1 seguidos por duplicagdo de nove aa NS1 na extremidade 5’ e
da sequéncia stem-anchor de E na extremidade 3’ proposta por Bonaldo et al.
(2007) originou um YFV recombinante instavel geneticamente durante o seu
desenvolvimento. Posteriormente, esse virus foi estabilizado por troca da sequéncia
stem-anchor do YFV por DENV4 (BONALDO et al., 2007). Aplicagdes subsequentes
desta estratégia foram realizadas para insercdo de 692 nt correspondentes ao gene
Gag do virus da imunodeficiéncia de simios (SIV) (BONALDO et al., 2010) e do gene
p24 do virus da imunodeficiéncia adquirida humana (HIV) (FRANCO et al., 2010).
Nao ha informagbes sobre a estabilidade genética do virus recombinante
r'YFV17D/SIVGag45-269, porém o recombinante YF-E/p24/NS1 mostrou-se estavel
durante apenas seis passagens em cultivo celular (BONALDO et al., 2010; FRANCO
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et al., 2010). Instabilidade foi adicionalmente observada na insercéo, nesta mesma
regiao do genoma do YFV, de uma sequéncia de 690 nt contendo epitopos
conservados entre os quatro sorotipos DENV ap6s poucas passagens em células
BHK21 (em elaboraco)®.

A estratégia de insercdo de sequéncias heterologas entre E e NS1 de
Bredenbeek et al. (2006) foi também reproduzida e avaliada no presente trabalho. A
organizagao gendmica do virus YFV-YFP-SSE foi a mesma descrita anteriormente
(BREDENBEEK et al., 2006), porém a SSE duplicada na por¢ao 3’ do gene repérter
teve a utilizacdo dos codons otimizados. Essa sequéncia foi duplicada para
assegurar a insergéo da proteina NS1 na membrana do RE e, portanto, chamada de
sequéncia sinal do envelope para a NS1. Os cdédons correspondentes aos 23 aa da
SSE foram substituidos por outros codons correspondentes e uma nova sequéncia
SSE foi gerada com menor grau de homologia com a sequéncia do genoma do YFV-
17D. Essa estratégia foi utilizada para minimizar o risco de recombinagdo homdloga
e perda do gene reporter YFP por delegao desta regiao.

Embora tivesse sido eficientemente recuperado de células BHK21
eletroporadas com RNA sintetizado in vitro, o virus YFV-YFP-SSE nao se mostrou
estavel por muitas passagens em cultivo celular.

A perda parcial do gene que codifica a proteina YFP do virus YFV-YFP-SSE
clone 1 (Figura 19) interferiu negativamente na sua expressao. O gene reporter foi
eficientemente expresso pelo clone 1 até a 9% passagem, a partir da qual foi
perdendo gradativamente o potencial de expressao (Figuras 20 e 21). A expressao
do YFP pbde ser diretamente associada com a replicagao viral, e a perda deste
gene foi claramente evidenciada pela diminuicao da expressao de YFP pelo virus
recombinante (Figura 21).

A instabilidade do YFV-YFP-SSE clone 1 foi acompanhada por ensaios que
revelaram placas com tamanhos e morfologias variadas ao longo das diferentes
passagens em células BHK21 (Figura 20 C). As placas formadas na 15% passagem
possuiamm aspecto semelhante as formadas pelo YFV-17D e confirmaram a
reversdo do virus observada pela amplificagdo de produtos de PCR com padrao de

banda semelhante ao YFV-17D e auséncia de expressao do gene reporter.

3 Avaliagao preliminar da resposta imune induzida por construgdes vacinais contendo epitopos
conservadodos entre os quatro sorotipos do virus da dengue. Manuscrito em elaboragéo.
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Bredenbeek et al. (2006) também relataram dificuldades em recuperar um
YFV recombinante geneticamente estavel apds sucessivas passagens em cultivo
celular. A insergao de um gene de aproximadamente 1.300 nt entre as proteinas E e
NS1, seguido pela duplicagdo da sequéncia sinal de E na extremidade 3’, alcangou
relativa estabilidade genética quando essa duplicacao foi substituida pela sequéncia
homodloga do WNV (JIANG et al., 2011). Porém, essa estabilidade foi assegurada
por pelo menos até 10 passagens em cultivo celular, apenas com inser¢cao de genes
menores (600 e 693 nt).

Existem evidéncias de que a replicacdo dos Flavivirus € semi-conservativa,
utilizando uma forma replicativa intermediaria de RNA dupla fita para a sintese de
apenas uma fita de RNA por ciclo (CHU; WESTAWAY, 1985). Assim, uma das
explicacbes para a perda de parte do gene repodrter YFP é a possibilidade de
pareamentos entre as sequéncias de 69 nt das regides SSE durante o processo
replicativo. Em consequéncia, particulas virais contendo RNA com delegdes no gene
reporter YFP seriam amplificadas e prevaleceriam na populacéo viral apds varios
ciclos replicativos.

Tentativas de substituir essa sequéncia por outras com menor homologia
foram realizadas para assegurar a estabilidade viral. A inser¢édo da sequéncia SSE
do WNV foi a que mais se aproximou de um modelo estavel (JIANG et al., 2011). No
entanto, o virus recombinante revelou-se instavel na 10 passagem semelhante ao
que foi observado nos presentes experimentos. Esses resultados sugerem que a
sequéncia SSE do YFV-17D otimizada utilizada no presente trabalho, com 75% de
homologia com a sequéncia do YFV-17D, e a sequéncia SSE do virus do Oeste do
Nilo ndo sao distintas o suficiente de YFV-17D para evitar a perda do gene reporter.
Novos experimentos devem ser realizados para elucidar essa questao.

Uma segunda explicacdo para a instabilidade é o tamanho da insergao
genética. O virus YFV/AGPC (BREDENBEEK et al.,, 2006), cuja insercao foi de
1.299 nt, mostrou-se instavel apds seis passagens em cultivo celular. Na tentativa de
alcangar uma estabilidade maior, Jiang et al. (2011) distribuiram essa mesma
sequéncia em duas menores, de 600 e 693 nt, e obtiveram virus geneticamente
estaveis. Nenhuma outra informacéao foi obtida sobre o tamanho de insergéo génica
limitrofe de instabilidade dessa estratégia de manipulagdo do YFV. Dessa forma, é
possivel que uma sequéncia de 717 nt do gene YFP utilizada no presente trabalho
seja suficiente para conferir essa instabilidade.
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A insercdo de fragmentos extensos é de grande interesse no
desenvolvimento de vacinas, e poderia permitir a expressao simultdnea de um
numero maior de epitopos. Para isso, tentativas de insercao de sequéncias maiores
foram realizadas também na regido 5’-UTR do genoma YFV (FRANCO et al., 2010;
SHUSTOV; MASON; FROLQV, 2007) com duplicagao da sequéncia de ciclizagdo da
replicagéo viral na regidao 5 do gene heterdlogo, entretanto, ndo resultou em virus
geneticamente estaveis. A regido 3’'UTR de Flavivirus foi alvo de insergdo de um
cassete genético contendo a sequéncia IRES de um picornavirus e um gene
repérter, poréem a instabilidade genética desse recombinante tornou inviavel tal
estratégia para a manipulagao de um vetor YFV-17D (PIERSON et al., 2005).

Diante das dificuldades de obter um virus recombinante viavel com inser¢cao
de peptideos maiores que 36 aa, as duas estratégias de insergdo na jungao E/NS1
(BONALDO et al., 2007; BREDENBEEK et al., 2006) consideradas adequadas para
a manipulacdo genética do YFV foram testadas no presente estudo. Essas
estratégias basearam-se no principio de que, tratando-se de uma regiao do genoma
viral de transicdo de genes estruturais para nao-estruturais, insergdes extensas na
juncao E/NS1 afetariam menos o ciclo viral do que em outras regidées do genoma.

Embora quimeras de Flavivirus possam constituir um modelo universal para
produgcdo de novas vacinas vivas atenuadas, ainda existem duvidas sobre a
patogenicidade dessas construgdes em individuos imunocomprometidos e a
possibilidade de surgimento de quimeras patogénicas devido a ocorréncia de
mutagdes durante o processo replicativo desses virus (MASON; SHUSTOV;
FROLQOV, 2006).

Assim, a preocupagao crescente com a seguranga vacinal tem incentivado o
uso de replicons em estudos de desenvolvimento vacinal que, em suma, constituem
um grande avango nesta area do conhecimento. A seguranga no uso de replicons é
conferida pela auséncia de formacdo de particulas virais infecciosas devido a
auséncia, neste sistema, de proteinas estruturais para o empacotamento viral
(MASON; SHUSTOV; FROLQV, 2006; SHUSTOV; MASON; FROLOV, 2007). Essa
tecnologia é considerada mais segura do que o sistema tradicional de atenuagéao
viral cujos fendbmenos de mutagao e reversdo génica podem converter as vacinas
para formas mais virulentas dos virus (PUGACHEYV et al., 2004).

Neste trabalho, apresentou-se a construgéo de dois replicons subgenémicos

do YFV. O replicon monocistrénico repYF-17D-Luc possui delecdo completa das
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proteinas estruturais retendo apenas a sequéncia dos 21 aa N-terminais do
capsideo, responsavel pela ciclizacdo da replicacdo, e os 72 nt C-terminais da
proteina E para sinalizagéo e direcionamento das proteinas nao-estruturais para o
RE; e o replicon bicistrénico repYF-17D-LuclRES possui delecdo apenas das
proteinas estruturais prM/E retendo a proteina do capsideo intacta. Nesse replicon
bicistrénico, o primeiro cistron compreende a regido 5’-UTR, o gene da proteina do
capsideo seguidos pelos seis primeiros aa da proteina prM para o correto
processamento da proteina do capsideo, e pelo gene repérter Luc. O segundo
cistron, por sua vez, compreendia o elemento IRES do EMCV , os 24 residuos da
regido C-terminal da proteina E, seguidos pelo restante do genoma viral (NS1-NS5-
3'UTR). Para monitorar a infeccdo e replicagdo de ambos replicons em cultivo
celular, o gene repoérter Luc foi inserido na regido dos genes das proteinas
estruturais deletados e mostrou-se eficientemente expresso e processado por
ambos replicons (Figuras 24 e 25).

A técnica de recombinagdo homdloga em levedura como método de
clonagem tem contribuido para a construgao e estabilidade do genoma de alguns
Flavivirus em levedura, os quais muitas vezes sao instaveis em E. coli. Esse método
foi empregado com sucesso para a construgdo de clones infecciosos (GIBSON,
2009; GIBSON et al., 2008a; 2008b; POLO et al., 1997) e possui, entre outras, a
vantagem de nao depender de sitios de restricdo ou de insercbes de mutagdes
como no sistema de clonagem em bactéria (GIBSON, 2009; GIBSON et al., 2008b;
OLDENBURG et al., 1997; SHANKS et al., 2009).

O sistema de replicons subgendmicos € uma ferramenta util como vetor de
expressao génica no desenvolvimento de vacinas. Varias qualidades fazem desses
vetores ideais para o desenvolvimento de vacinas altamente eficientes e seguras.
Isso inclue altos niveis de expressao de genes heterélogos devido a habilidade do
replicon se auto-replicar dentro da célula; replicacdo exclusivamente citoplasmatica
que elimina qualquer possibilidade de splicing nuclear e integragdo no cromossomo
da célula; incapacidade do RNA do replicon sair da célula transfectada (ou infectada)
e infectar outra célula, limitando a sua disseminacdo, o que faz desse vetor um
instrumento biologicamente seguro; genoma relativamente pequeno (~9 kb),
permitindo faceis manipulagdes do genoma e insercdo de genes heterdlogos
(ANRAKU et al., 2002).
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A expressdao de genes heterologos por replicons Flavivirus tem sido
demonstrada em diferentes estudos. Essas insergdes geralmente séo realizadas na
regido deletada das proteinas estruturais ou no inicio da extremidade 3’'UTR. Por
outro lado, a construcéao de replicons bicistronicos tem contribuido para inovar esse
campo de investigagdo, cuja expressao do segundo cistron é dependente de um
IRES (KHROMYKH, 2000).

A capacidade de induzir resposta imune protetora foi assegurada por
construcbes de replicons carreando diferentes tipos de sequéncias heterélogas
(ABERLE et al., 2005; ANRAKU et al.,, 2002; KOFLER et al., 2004; SUZUKI;
WINKELMANN; MASON, 2009) e contribuem para refor¢car a sua aplicagdo no
desenvolvimento de vacinas virais.

Por outro lado, a habilidade das proteinas do envelope dos Flavivirus
formarem as chamadas particulas subvirais € uma caracteristica especial desses
virus e desperta atengao para seu uso como imunogenos. Tais particulas podem ser
produzidas eficientemente por células eucariotas contendo vetores de expresséao
para as proteinas estruturais prM/E (ABERLE et al., 1999; MASON et al., 1991) ou
por um genoma defectivo de Flavivirus com o gene do capsideo deletado (ABERLE
et al., 2005; MASON; SHUSTOV; FROLOV, 2006). Essas RSPs sao desprovidas de
material genético e nucleocapsideo completo, porém, sdo imunogénicas e induzem
resposta imune protetora contra infec¢gdes por Flavivirus (ABERLE et al., 2005;
MASON; SHUSTOV; FROLOV, 2006).

A estratégia de uso de replicon como vetor vacinal esta sendo utilizada com
éxito em diferentes estudos com Flavivirus e nosso grupo de pesquisa no
Departamento de Virologia e Terapia Experimental (LaViTE/CPqAM/FIOCRUZ-PE)
vem trabalhando ha alguns anos no desenvolvimento de replicons YF-17D. A
utilizacdo de replicons subgenémicos como vetor vacinal requer um suprimento in
frans das proteinas estruturais para a encapsidagcao destes replicons em PPls
(Figura 30).

A aplicacao de PPIs para esse fim requer uma produgao em larga escala e o
desenvolvimento de uma linhagem que fornega in trans as proteinas estruturais
necessarias para empacotar esses replicons parece ser uma alternativa viavel
(MASON; SHUSTOV; FROLQV, 2006). Nesse sistema, os replicons podem ser
empacotados e infectar novas células gerando varios ciclos de infecgdo, o que n&o

ocorre em outras linhagens celulares comuns. Embora seja uma alternativa
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promissora para o desenvolvimento de novas vacinas vivas atenuadas, ainda néo ha
um modelo eficiente e padronizado para a sua produgcdo em larga escala. Para este
fim, a estratégia adotada foi desenvolver uma linhagem celular que expressasse

constitutivamente os genes das proteinas estruturais prM e E do YFV.

repYF-17D-LuclRES S.Q{ C [uc [RESI nst [2a B | NSz laaleg NS5 —

l Transfec¢ao de RNA

<.—\\ L} /_-,>
= n W Células expressando
@ l@ prM/E YFV-17D

@)
{:} {@} Liberagdo de particulas

@) @) pseudo-infecciosas (PPls)
o oV

Figura 30. Representacdo esquematica da estratégia de trans-empacotamento do replicon repYF-
17D-LucIRES por uma linhagem celular recombinante.

Neste trabalho foi demonstrado que células HEK293 expressam com
eficiéncia, e em niveis satisfatorios, as proteinas prM/E durante mais de 20
passagens, no entanto mais experimentos sdo necessarios para avaliar a eficiéncia
de trans-empacotamento.

A expressdao do gene repoérter em células da linhagem recombinante
eletroporadas com os RNAs dos replicons subgendémicos de YFV revelaram a
replicacéo eficiente dos mesmos (Figura 28 A), e, como esperado, apenas 0
sobrenadante da eletroporacdo com o replicon biscistronico repYF-17D-LuclRES
revelou expressao de luciferase (Figura 28 B). Esse resultado confirmou a
identificagdo anterior (JONES; PATKAR; KUHN, 2005) de que a proteina do
capsideo é essencial para o trans-empacotamento de PPls.

Esperava-se que o clone celular recombinante que expressasse com mais
eficiéncia as proteinas recombinantes apresentasse consequentemente as menores
taxas de multiplicagao. O clone 16, identificado como aquele com o maior numero de
células expressando a expressido da proteina E apresentou taxas de multiplicacéo
semelhantes ao clone 3, cuja propor¢ao de células positivas para a expressao de
prM/E foi a menor dos trés clones (Figura 28 C). O clone 17, por sua vez,
apresentou o padréo de multiplicagdo mais lenta de todos os trés clones (Figura 28
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A).

Esses resultados indicaram que o clone 16 era o mais adequado para os
ensaios de trans-empacotamento de replicons subgenémicos do YFV. A capacidade
da linhagem HEK293-YFV-prM/E-opt empacotar replicons subgendmicos de febre
amarela foi, portanto, avaliada pela eletroporacdo destas células com RNAs dos
replicons reporteres repYFV-17D-Luc e repYFV-17D-LuclRES sintetizados in vitro.

As diferengas nas curvas de expressao do gene repérter pelos dois replicons
podem ser explicadas, em parte, pela estrutura genética de cada um deles:
monocistrénico e bicistrénico. O replicon repYF-17D-Luc, por ser geneticamente
mais simples que o bicistronico, apresenta vantagem replicativa e induz mortes
celular mais precoce. Por outro lado, o replicon repYF-17D-LuclRES, por se replicar
mais lentamente, induz morte celular mais lentamente e permanece por mais tempo
expressando o gene reporter.

A expressdao do gene reporter também confirmou a funcionalidade da
linhagem HEK293-YFV-prM/E-opt em empacotar replicon do YFV desprovido das
proteinas estruturais prM e E. Embora, a concentracdo de PPls tivesse sido
insuficiente para deteccdo em ensaios de imunofluorescéncia indireta (dados nao
mostrados), a inoculagdo desses sobrenadantes contendo PPls em células da
linhagem HEK293-YFV-prM/E-opt produziu taxas mais elevadas (aumento de 57
vezes) de atividade luciferase (Figura 28 C), indicando a amplificacdo das PPls
nessa linhagem recombinante devido ao fornecimento in trans das proteinas prM e
E. Dessa forma, as PPIs sintetizadas e liberadas das células HEK293-YFV-prM/E-
opt eletroporadas foram capazes de completar mais de um ciclo de infecgao nessa
linhagem celular.

Os niveis baixos de expressdao de atividade Iluciferase no trans-
empacotamento podem ser devido a baixa eficiéncia de transfeccdo e nao
decorrente da expressao baixa das proteinas prM/E na linhagem celular
desenvolvida (o clone usado para os ensaios de trans-empacotamento apresentava
a expressao destas proteinas em 90% das células). Dessa forma, poucos replicons
foram introduzidos nas células e, consequentemente, poucas particulas foram
formadas. Outro achado que reforga a hipotese de baixa eficiéncia de transfecgao foi
a auséncia de deteccao de imunofluorescéncia em células infectadas com as PPIs,
embora apresentassem atividade luciferase detectavel.
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Além isso, € possivel que as células recombinantes HEK293-YFV-prM/E-opt
comportem-se de forma diferente das células HEK293, e possuem comportamento
diferenciado durante processos de transfec¢des. A susceptibilidade ampla das
células HEK293 a diferentes métodos de transfeccdo e sua eficiéncia elevada
(THOMAS; SMART, 2005) fornecem subsidios para investigagbes de uma técnica
de transfec¢do mais adequada a linhagem recombinante HEK293-YFV-prM/E-opt na
tentativa de obter uma produc¢ao mais expressiva de PPIs.

Uma das principais dificuldades da aplicagao de PPIls no desenvolvimento de
vacinas € a dificuldade de producdo em larga escala (GEHRKE et al., 2003;
HARVEY et al., 2004). Diferentes estratégias foram utilizadas para aumentar a
eficiéncia de trans-empacotamento de replicons subgenémicos de Flavivirus por
linhagem celular recombinante expressando proteinas estruturais. Replicons de
alfavirus sdo altamente replicativos, expressam PPls em titulos elevado, porém, ha
relatos de citoxicidade induzida por sua replicagdo em cultivo celular; replicons de
Flavivirus para fornecer as proteinas de empacotamento, por sua vez, nao induzem
efeitos citopaticos, sao estaveis em cultivo celular, porém, podem induzir processos
de recombinagédo dependendo do replicon subgenémico a ser empacotado (YOSHII
et al., 2005).

O risco de ocorréncia de recombinagdo entre replicons subgendémicos
Flavivirus e replicons expressando proteinas estruturais para o trans-empacomento
do mesmo género foi minimizado pelo uso de um vetor comercial para a expressao
constitutiva dos genes prM/E do YFV em células HEK293. A estabilidade deste vetor
foi mantida por mais de 30 passagens com expressao protéica em niveis constantes
(dados nao mostrados). Uma linhagem que expresse por longo periodo proteinas
para trans-empacotamento € uma ferramenta importante para a producao em larga
escala de PPIs e este é o primeiro relato de uma expressao duradoura dessas
proteinas de Flavivirus em cultivo celular.

A linhagem celular HEK293 tem sido utilizada como ferramenta de expressao
de proteinas recombinantes por mais de 25 anos. Sua maquinaria bioquimica é
capaz de realizar a maioria das modificagdes pods-traducionais e processamentos
requeridos para gerar proteinas funcionais de um amplo espectro de acidos
nucléicos (THOMAS; SMART, 2005). A principal caracteristica dessa linhagem que
motivou a sua utilizacao foi a elevada eficiéncia de transfeccéo e producgao protéica.

A fidelidade com que células HEK293 sao capazes de expressar proteinas
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heter6logas faz dessas células suceptiveis a diferentes tipos de transfecgéao,
permitindo a expressdo de proteinas de diferentes fontes e para diferentes fins
(THOMAS; SMART, 2005).

Por fim, a utilizacdo do YFV como vetor viral permanece promissora e de
aplicabilidade impar no desenvolvimento de novas vacinas vivas atenuadas. As
estratégias de manipulacdo genética desenvolvidas até o momento sdo viaveis e
aplicaveis a rotina de laboratorios de niveis de tecnologia impares, como alguns dos
que existem em nosso pais, e merecem esforgos na tentativa de melhora-las com o

intuito de valida-las para uso em larga escala.
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8 CONSIDERACOES ETICAS

Os procedimentos realizados neste trabalho foram submetidos a avaliagdo do
Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes
(CEP/CPgAM) e julgados ndo compreender aspectos relacionados as exigéncias de
conduta ética envolvendo seres humanos de acordo com o Cdédigo de Etica
resolugao CNS 196/96 (ANEXO).
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9 CONCLUSAO

Este estudo de caracterizacdo de estratégias para a utilizacdo YFV como um
vetor vacinal é inédito e de grande importancia para validagcdo de um modelo estavel
geneticamente e eficiente para uso como vetor viral no desenvolvimento de vacinas.
Nele, duas diferentes estratégias foram avaliadas: virus recombinante e replicons
empacotados em PPlIs.

Duas estratégias de construgdo de YFV recombinantes expressando o gene
repérter YFP entre as proteinas E e NS1 do YFV-17D foram testadas. A estratégia
de insergdo do gene repodrter YFP seguida de duplicagdo da sequéncia sinal do
envelope revelou-se inadequada, com a producédo de virus que perderam o gene
heter6logo durante sucessivas passagens em cultivo celular. A estratégia de
insercdo com duplicagdo da sequéncia dos nove aa da proteina NS1 na por¢cao N-
terminal do YFP e da sequéncia stem-anchor da proteina E do DENV1 gerou virus
recombinantes estaveis e pode ser considerada a estratégia mais adequada para a
construcdo de YFV recombinantes expressando genes heterdlogos longos, com
aproximadamente 240 aa (que corresponde ao tamanho do gene reporter YFP).

Replicons subgendmicos do YFV desprovidos de proteinas estruturais (C-
prM-E ou prM-E) expressaram o gene reporter luciferase de forma monocistrénica
ou bicistrénica (nesse ultimo, sob o controle do elemento IRES do ECMV). Esses
replicons foram competentes em replicar e induziram a expressio de luciferase em
niveis detectaveis confirmando sua capacidade vetorial para genes heterélogos.

O desenvolvimento da linhagem celular HEK293-YFV-prM/E-opt expressando
proteinas estruturais prM e E do YFV revelou uma fonte eficiente de produgao
dessas proteinas e de RSPs, além da capacidade de empacotar o replicon do virus
da febre amarela desprovido de proteinas estruturais prM e E.

Conclui-se, por fim, que as diferentes estratégias de manipulagao genética do
YFV avaliadas neste trabalho constituem ferramentas viaveis e aplicaveis ao
processo de devenvolvimento de vacinas contra doencas que acometem humanos e
animais. No entanto, ha necessidade de otimizacdo dessas estratégias para

assegurar maiores seguranca e eficacia ao seu uso.
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10 PERSPECTIVAS

Esse trabalho resultou em conhecimentos e ferramentas para um grande
numero de novas investigagdes visando a validagdo de estratégias mais adequadas
e seguras no desenvolvimento de vacinas contra doengas causadas por Flavivirus e
outros agentes infecciosos pela utilizagdo da cepa vacinal 17D do YFV como vetor
vacinal.

A avaliagdo das estratégias propostas para a construgdo de virus
recombinantes com inser¢do de sequéncias heterdlogas longas forneceu subsidio
para o desenvolvimento de um vetor viral YF-17D mais estavel geneticamente. A
insercdo das mutagdes adaptativas encontradas no genoma viral do YFV-YFP-
DENV1linker em uma nova constru¢cdo deste virus podera minimizar os riscos de
mutagdes indesejaveis ao longo de sucessivas passagens em cultivo celular. Uma
vez estabelecido um vetor plasmideal contendo o genoma do virus recombinante
YFV-YFP-DENV1linker com as mutagdes adaptativas, o gene reporter podera ser
substituido por outras sequéncias heterdlogas (por exemplo, epitopos conservados
do DENV) e para aplicagdo no desenvolvimento de vacinas contra diferentes
agentes infecciosos. Posteriormente, tentativas de produgéo em larga escala desse
virus poderiam ser realizadas em ovos embrionados de galinha.

Uma avaliacdo quantitativa da producao de RSPs pela linhagem HEK-YFV-
prM/E-opt poderia contribuir para validagdo do seu uso como uma fonte mais
potente de producdo de RSPs em relagdo as outras linhagens produtoras de
proteinas estruturais de Flavivirus descritas na literatura. Para otimizacdo do
empacotamento de replicons em PPls pela linhagem HEK-YFV-prM/E-opt, deverao
ser padronizadas novas técnicas de transfecgdo do RNA transcrito in vitro.
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ANEXO A

PARECER DO CEP/CPgAM

P .
—
i
Comité de Ftica
em Pesquisa
Titulo do Projeto: Construcdo e avaliacdo de vacinas recombinantes
tetravalentes contra o virus da Dengue através da utilizacéo de epitopos virais

conservados.

Pesquisador responsavel: Sabrina Ribeiro de Almeida

e Instituicéo onde seré realizado o projeto: CPgAM/Fiocruz

Data de apresentagédo ao CEP: 07/04/2008
Registro no CEP/CPqAM/FIOCRUZ: 12/09
Registro no CAAE: 0011.0.095.000-08

PARECER N° 17/2009

O Comité avaliou e considera que o Projeto em questdo néo envolve
procedimentos relacionados as exigéncias de conduta ética envolvendo seres
humanos, de acordo com o Cddigo de Etica, Resolucdo CNS 196/96 e

complementares.

Recife, 06 de maio de 2009.
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