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DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAÇÃO BIOLÓGICA E IMUNOLÓGICA DE VÍRUS AMARÍLICOS 

RECOMBINANTES EXPRESSANDO ANTÍGENOS DA PROTEÍNA ASP-2 DE AMASTIGOTAS DE 

TRYPANOSOMA CRUZI 

  

RESUMO 
O vírus vivo atenuado de Febre Amarela (FA) YF 17D é uma das vacinas virais mais 

seguras e eficazes já administradas a humanos, a qual induz uma resposta imune polivalente. 
Estas características tornam este vírus vacinal uma plataforma tecnológica para o 
desenvolvimento de novas vacinas. Através da tecnologia do clone infeccioso, nós utilizamos 
o arcabouço de YF 17D para expressar epítopo indutor de linfócitos T CD8+, TEWETGQI e 
um fragmento imunogênico, ambos provenientes da proteína de superfície de amastigota 2 
(ASP-2) de Trypanosoma cruzi, parasita causador da Doença de Chagas. Este estudo 
objetivou evidenciar o potencial deste vírus em expressar antígenos heterólogos. O epítopo 
TEWETGQI foi clonado e expresso baseando-se em dois sítios distintos do genoma: na alça 
fg da proteína de Envelope (E) (YF17D/E200/Tc) e no sítio de clivagem proteolítico entre 
NS2B e NS3 (YF17D/NS2B3/Tc). Uma terceira estratégia envolveu a montagem de um 
cassete heterólogo expressando um fragmento imunogênico de 120 aminoácidos de ASP-2 
entre as proteínas E e NS1 (YF17D/ENS1/Tc). Nós investigamos se o sítio de expressão 
poderia influenciar a imunogenicidade do antígeno heterólogo. Assim, foram gerados vírus 
que se replicaram em cultura de células similar ao YF 17DD e permaneceram estáveis 
geneticamente após algumas passagens seriadas em célula Vero. A expressão dos antígenos 
heterólogos pelos vírus recombinantes revelou distintos padrões de detecção em diferentes 
regiões da célula. Outros estudos de caracterização mostraram que os vírus YF17D/E200/Tc e 
YF17D/NS2B3/Tc são mais atenuados do que YF 17DD, quando inoculados via intracerebral 
em camundongos, sendo YF17D/E200/Tc o mais atenuado. Estudos de imunogenicidade 
revelaram que todos os vírus foram capazes de induzir anticorpos neutralizantes para Febre 
Amarela e o vírus YF17D/ENS1/Tc induziu anticorpos que reagem especificamente com 
amastigotas. Além disso, os vírus recombinantes induziram em camundongos imunizados 
uma resposta celular T produtora de interferon-gama (IFN-γ) antígeno-específica, além de 
uma resposta balanceada T CD4+ e T CD8+ para Febre Amarela. A vacinação de uma 
linhagem murina altamente suscetível à infecção por T. cruzi com um regime de dose-reforço 
homólogo que utilizou uma formulação de vírus YF 17D recombinantes induziu células T 
CD8+ TEWETGQI específicas após uma única dose, a qual poderia explicar o maior grau de 
proteção após desafio com T. cruzi. Assim, concluímos que a plataforma de YF 17D é útil 
para expressar antígenos de protozoários (T. cruzi) em regiões funcionais distintas do genoma 
com um impacto mínimo na viabilidade viral. Além disso, o uso de novas formulações 
contendo diferentes vírus YF 17D recombinantes parece ser uma estratégia promissora, a qual 
será explorada para outros patógenos.  
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DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAÇÃO BIOLÓGICA E IMUNOLÓGICA DE VÍRUS AMARÍLICOS 

RECOMBINANTES EXPRESSANDO ANTÍGENOS DA PROTEÍNA ASP-2 DE AMASTIGOTAS DE 

TRYPANOSOMA CRUZI 

  

ABSTRACT 
The attenuated Yellow Fever (YF) 17D vaccine virus is one of the safest and most 

effective viral vaccines administered to humans, in which it elicits a polyvalent immune 
response. These characteristics make this vaccine virus a technological platform to the 
development of new vaccines. Herein, through the infectious clone technology, we used the 
YF 17D backbone to express a CD8+ T cell epitope, TEWETGQI and an immunogenic 
fragment, both originated from the Trypanosoma cruzi (the causative agent of Chagas disease) 
Amastigote Surface Protein 2 (ASP-2). This study aimed to provide further evidence for the 
potential of this virus to express foreign epitopes. The TEWETGQI epitope was cloned and 
expressed in two different genomic insertion sites: the fg loop of the viral Envelope protein 
(E) (YF17D/E200/Tc) and the protease cleavage site between the NS2B and NS3 
(YF17D/NS2B3/Tc). A third strategy involved the construction of a heterologous cassette 
expressing an immunogenic ASP-2 fragment between E and NS1 (YF17D/ENS1/Tc). We 
investigated whether the site of expression had any influence on foreign antigen 
immunogenicity. In this sense, we generated virus that replicated similarly to vaccine virus YF 
17DD in cell culture and remained genetically stable after some serial passages in Vero cells. 
The expression of the heterologous antigens by the recombinant viruses revealed distinct 
patterns of detection regarding different regions of the cell. Other characterization studies 
showed that YF17D/E200/Tc and YF17D/NS2B3/Tc were more attenuated than YF 17DD, 
when inoculated intracerebrally in mice, YF17D/E200/Tc being the most attenuated. 
Immunogenicity studies revealed that all viruses elicited neutralizing antibodies to YF virus  
and YF17D/ENS1/Tc virus induced antibodies that react specifically to amastigotes. 
Moreover, recombinant viruses generated an antigen specific gamma interferon (IFN-γ) 
mediated T-cell response in immunized mice as well as a balanced YF T CD4+ and T CD8+ 

response. Vaccination of a mouse lineage highly susceptible to infection by T. cruzi with a 
homologous prime-boost regimen of a YF 17D recombinant formulation elicited TEWETGQI 
specific CD8+ T cells after only one dose which could explain the higher degree of protection 
after T. cruzi challenge. We conclude that the YF 17D platform is useful to express Protozoan 

(T. cruzi) antigens at different functional regions of its genome with minimal reduction in 
vector viability. Besides, the use of new viral formulations composed of different YF 17D 
recombinant viruses seem to be a promising strategy that will be explored to other pathogens.   
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Flavivírus: classificação, estrutura e replicação 

A Família Flaviviridae consiste de três gêneros: Pestivirus, que inclui vírus 

importantes no setor agrícola e bovino; Hepacivirus, no qual o vírus da hepatite C é o único 

membro; e Flavivirus, o maior dos três gêneros, compreendendo mais de 80 membros 

(Lindenbach & Rice, 2001). O gênero Flavivirus contém mais de 70 vírus que incluem: o 

vírus da dengue (DENV-“Dengue virus”), o vírus da encefalite japonesa (JEV – “Japanese 

encephalitis virus”), o vírus da encefalite transmitida por carrapato (TBEV – “Tick-borne 

encephalitis virus”), o vírus do Oeste do Nilo (WNV- “West Nile virus”), o vírus da encefalite 

de Saint Louis (SLEV-“Saint-Louis encephalitis virus”) e o vírus da Febre Amarela (YFV-

“Yellow fever virus”). Os flavivírus são agrupados em complexos antigênicos seguindo 

critérios sorológicos, ou em clusters, clados e espécies, baseando-se em estudos filogenéticos 

moleculares. 

Os flavivírus estão distribuídos na maior parte das regiões tropicais e subtropicais do 

mundo. Os membros dessa família de vírus que tem como vetor mosquitos ou carrapatos, são 

denominados arbovírus (arthropod-borne vírus) (Rice, 1996). Os vetores invertebrados 

mantêm a transmissão para hospedeiros vertebrados na natureza, como aves e mamíferos (p. 

ex: roedores, macacos e morcegos). 

 

1.1.1. O Genoma dos Flavivírus 

 

 Os flavivírus possuem em torno de 50 nanômetros de diâmetro, são esféricos e 

possuem uma simetria icosaédrica (Lindenbach & Rice, 2003). Apresentam um capsídeo 

circundado por uma bicamada lipídica (envelope), derivada da célula hospedeira, na qual 

estão inseridos dois tipos de proteínas, a proteína de Envelope (E) e a proteína de Membrana 

(M), ou sua precursora (prM). O nucleocapsídeo consiste de várias cópias da proteína de 

capsídeo (C) e uma molécula de RNA de aproximadamente 11.000 nucleotídeos (Chambers et 

al., 1990; Rice, 1996), fita simples e de polaridade positiva (+ssRNA), sendo desta forma 

infeccioso. 



 

O RNA genômico do

(ORF) que codifica para uma poliproteína de cerca de 3.400 aminoácidos, a qual é processada 

simultaneamente à tradução e após, por proteases celulares e virais (Figura 1.1). A porção N

terminal do genoma codifica para três proteínas estruturais (capsídeo ou C, pré

prM, forma precursora de M, e envelope ou E), as quais constituem a partícula viral. Sete 

proteínas não-estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5), que são essenciais 

na replicação viral, são codificadas pelo restante do genoma. As sequências codificantes são 

flanqueadas por seqüências 5` e 3` não traduzidas (UTR), sendo que na região 5`, a UTR é 

curta, de aproximadamente 120 nucleotídeos, além de uma estrutura de 

metilado), que permite uma tradução similar aos RNAs mensageiros da célula. A região 3´ 

apresenta uma região não traduzida de aproximadamente 600 nucleotídeos e não possui uma 

seqüência poliadenilada.  

Figura 1.1 – Organização genômica dos 

aproximadamente 11 kb que possui duas sequências 5` e 3` não traduzidas (UTR) flanqueando as 

regiões traduzidas em proteínas estruturais e não

aproximadamente 3.400 aminoácidos sofre um processamento proteolítico por proteases virais e do 

hospedeiro. Setas brancas indicam sítios de clivagem da protease viral NS2B/NS3, para maturação
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O RNA genômico dos flavivírus contém uma única fase aberta de leitura 
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metilado), que permite uma tradução similar aos RNAs mensageiros da célula. A região 3´ 

apresenta uma região não traduzida de aproximadamente 600 nucleotídeos e não possui uma 

Organização genômica dos flavivírus. A) O genoma viral é um ssRNA+ de 

aproximadamente 11 kb que possui duas sequências 5` e 3` não traduzidas (UTR) flanqueando as 

regiões traduzidas em proteínas estruturais e não-estruturais. B) A poliproteína precursora de 

minoácidos sofre um processamento proteolítico por proteases virais e do 

hospedeiro. Setas brancas indicam sítios de clivagem da protease viral NS2B/NS3, para maturação

s flavivírus contém uma única fase aberta de leitura 

(ORF) que codifica para uma poliproteína de cerca de 3.400 aminoácidos, a qual é processada 

simultaneamente à tradução e após, por proteases celulares e virais (Figura 1.1). A porção N-

codifica para três proteínas estruturais (capsídeo ou C, pré-membrana ou 

prM, forma precursora de M, e envelope ou E), as quais constituem a partícula viral. Sete 

estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5), que são essenciais 

plicação viral, são codificadas pelo restante do genoma. As sequências codificantes são 

flanqueadas por seqüências 5` e 3` não traduzidas (UTR), sendo que na região 5`, a UTR é 

curta, de aproximadamente 120 nucleotídeos, além de uma estrutura de cap (resíduo G 

metilado), que permite uma tradução similar aos RNAs mensageiros da célula. A região 3´ 

apresenta uma região não traduzida de aproximadamente 600 nucleotídeos e não possui uma 

 

flavivírus. A) O genoma viral é um ssRNA+ de 

aproximadamente 11 kb que possui duas sequências 5` e 3` não traduzidas (UTR) flanqueando as 
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minoácidos sofre um processamento proteolítico por proteases virais e do 

hospedeiro. Setas brancas indicam sítios de clivagem da protease viral NS2B/NS3, para maturação / 
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geração de proteínas virais no lado citoplasmático da célula. Setas escuras indicam sítios de clivagem 

pela peptidase sinal (signalase) do hospedeiro. Outros motivos de processamento proteolítico da 

poliproteína viral são indicados pelo triângulo em aberto, que indica sítio de clivagem pela furina, e 

pelo triângulo escuro, que indica sítio de clivagem por protease desconhecida do hospedeiro. C) 

Topologia das proteínas virais na membrana do retículo endoplasmático indicando o ancoramento das 

proteínas estruturais (C e E) à membrana. Durante a maturação, prM é clivada pela furina, gerando o 

peptídeo pr e a proteína M. NS2A/2B e NS4A/4B estão ancoradas na membrana do RE como 

proteínas transmembranas enquanto que ocorre a liberação das proteínas não-estruturais NS1, NS3 e 

NS5 no citosol por proteases, conforme descritas acima. Fonte: adaptado de Perera & Kuhn, 2008. 

 

Seqüências e estruturas secundárias codificadas pelas regiões UTR 5´ e 3´ e o 

gene do capsídeo (C), incluindo seqüências de ciclização (Khromykh et al., 2001), regiões 

AUG e o terminal 3´ contendo regiões de alça (“stem-loop”), são responsáveis pela regulação 

da síntese de RNA, tradução e replicação viral (Harris et al., 2006). Em relação à homologia, 

estruturas secundárias da região 5´ parecem ser comuns dentre os diferentes flavivírus, 

sugerindo a sua importância funcional (Brinton & Dispoto, 1988). Já a região UTR 3` contém 

várias seqüências, que são conservadas dentre os flavivírus transmitidos por mosquitos, 

capazes de formar estruturas organizadas e complexas que incluem elementos secundários e 

terciários de RNA envolvidos na iniciação e na regulação da amplificação do genoma e da 

tradução (Markoff, 2003; Wei et al., 2009). No entanto, ainda que estruturas secundárias 

dessa região sejam bem conservadas, apenas algumas seqüências nucleotídicas (por exemplo, 

restritas a região de alça) são comuns dentre alguns flavivírus relacionados (WNV, YFV e 

SLEV). Verificou-se que existem grandes diferenças de homologia entre as estruturas 

secundárias da região 3` entre vírus transmitidos por carrapatos e os transmitidos por 

mosquitos (Thurner et al., 2004). 

Vários elementos já foram mapeados nas regiões UTR 5´ e 3´. Elementos da 

região de alça da porção UTR 3` foram descritos como sinais de reconhecimento e de ligação 

da polimerase viral, implicando na sobrevivência do vírus (Brinton et al., 1986). Em JEV, foi 

demonstrado que ocorre a ligação específica da RNA Polimerase NS5 à região de alça (Chen 

et al., 1997). As seqüências nucleotídicas mais relevantes, mapeadas na região de alça em 3` 

compreendem o pentanucleotídeo de seqüência CACAG e o dinucleotídeo CU no final do 

genoma (Brinton et al., 1986; Hahn et al., 1987b). Apesar da conservação destas seqüências, 

foi visto que mutações pontuais podem ser bem toleradas pelo vírus da FA no motivo do 
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pentanucleotídeo (Silva et al., 2007). Ambas as regiões 5` e 3` possuem um papel na 

regulação da expressão, preferencialmente modulando a eficiência de tradução do que pela 

estabilidade do RNA através da contribuição sinergística de alguns elementos conservados, 

como CS1 (conserved sequence) na região 3`, que é complementar ao elemento cCS1, 

presente na região 5` (Chiu et al., 2005). 

 A proteína do capsídeo, de 12 a 14 kDa, está envolvida no empacotamento do 

genoma viral, formando o nucleocapsídeo (Lindenbach & Rice, 2001). A proteína prM (PM 

de 18 a 19 kDa) é um precursor glicosilado da proteína de membrana (M) e está presente na 

forma imatura do vírus. Durante a maturação do vírus, ao nível das vesículas do Trans-Golgi 

(“Trans-Golgi Network” – TGN), prM é clivada pela endoprotease do hospedeiro, a furina, 

dando origem ao peptídeo “pr” e à proteína M. A função da prM é de estabilizar a proteína E, 

atuando como uma chaperona, com a finalidade de impedir a exposição prematura do 

peptídeo de fusão em função do pH reduzido nas vesículas do TGN (Figura 1.2). 

 

Figura 1.2 - Estrutura do vírion do vírus da dengue e conformações da proteína E. A) reconstrução por 

cristalografia do vírion imaturo em pH neutro, nesta estrutura, a proteína E está sob forma de 

heterodímero junto de prM. Estes heterodímeros formam 60 espículas triméricas por toda a superfície 

do vírus. A conformação da proteína E está mostrada abaixo do vírion. B) O vírion imaturo que 

encontra um baixo pH, durante o trânsito pela via do Trans-Golgi (TGN). O heterodímero prM-E 

assume uma nova conformação, formando 90 dímeros paralelamente à superfície do vírus, originando 

uma morfologia não-espiculada ao vírion. C) Ainda no TGN, prM é clivado em pr e M, sendo que pr 

ainda mantém sua função de  cap  na proteína E. D) O vírion maduro é secretado no meio extracelular 

e o peptídeo pr é  liberado da partícula madura. Fonte: adaptado de Perera & Kuhn 2008. 
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A proteína E, de cerca de 55 kDa é o principal componente do envelope viral e 

pode se apresentar glicosilada em alguns mas não todos os flavivírus (Mukhopadhyay et al., 

2005). A proteína E possui em torno de 40% de identidade de aminoácidos dentre os 

membros de flavivírus (Perera et al., 2008). O número e posição dos resíduos de carboidratos 

variam dentre as diferentes cepas para o mesmo vírus, sugerindo que a glicosilação na 

superfície do vírus modula a especificidade de ligação ao receptor celular. A proteína E 

desempenha atividades biológicas importantes, que são: 1) ligação a receptores glicoproteicos 

da superfície celular, mediando a entrada do vírus (endocitose), 2) fusão dependente de pH 

em vesículas lisossomais, 3) montagem da partícula viral e 4) indução de resposta imune 

incluindo a geração de anticorpos neutralizantes (Schlesinger et al., 1983; Heinz et al., 1986; 

Barrett et al., 1989; Guirakhoo et al., 1989).  

A elucidação da estrutura atômica tridimensional da proteína E (ectodomínio) 

foi determinada inicialmente para TBEV e posteriormente, para DEN2 e JEV (Rey et al., 

1995; Modis et al., 2003; Wu et al., 2003). Ambas as estruturas são expressas na forma de 

dímeros, em que cada monômero possui três domínios definidos (Figura 1.3). O domínio 

central da molécula (domínio I) está flanqueado, por um dos lados, pelo domínio de 

dimerização (domínio II), o qual contém o peptídeo de fusão em sua porção distal. Do outro 

lado do domínio I, encontra-se o domínio tipo imunoglobulina (domínio III), o qual possui 

sítios de ligação a receptores (glicosilados) e alvo de anticorpos neutralizantes (Beasley & 

Barrett, 2002). Alterações em resíduos específicos do domínio III foram capazes de modificar 

o fenótipo do vírus da febre amarela, quanto ao neurotropismo ou atenuação (Lee & Lobigs, 

2008). 

 Há certa flexibilidade entre os domínios I e II que facilita mudanças 

conformacionais, pela qual passa o vírus durante a maturação e fusão (Modis et al., 2003). As 

mudanças conformacionais da proteína E estão representadas na Figura 1.2. Na forma madura 

do vírion, a proteína E é encontrada sob forma de 90 homodímeros sobre a superfície do 

vírus, formando uma “capa” de proteínas não espiculadas (Figura 1.2D). A porção restante C-

terminal de cada monômero da glicoproteína E compõe a haste-âncora (HA). A região de HA, 

correspondente aos últimos 100 aminoácidos da proteína E, é composta por duas regiões alfa-

hélices que formam a haste (H1 e H2), separadas por uma seqüência conservada de conexão 

(CS) e por dois elementos transmembrana (TM1 e TM2) que formam a âncora, a qual se 

insere na membrana do RE durante a replicação viral e mantêm a proteína de Envelope 

ancorada até o empacotamento viral (Allison et al., 1999). A Figura 4.16A (seção Resultados) 
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associada à secreção de NS1 ao meio extracelular do que a infecção por YF e WNV, que 

parece reter esta proteína na superfície celular (Youn et al., 2010).   

Quanto à modulação do sistema imune, estudos mais recentes indicaram que 

NS1 de DENV, ao contrário do que se acreditava, não parece exercer imunidade protetora por 

interferir na ativação do sistema de complemento, mas sim o de evadir o sistema imune 

através da formação de complexos imune por anticorpos, consumindo complemento e 

retardando a formação do complexo de ataque (C5b-C9) em células infectadas (Chung et al., 

2006). Por outro lado, estudos mostraram que a imunização com a proteína purificada ou com 

anticorpos monoclonais contra NS1 de DENV, YFV ou WNV, protegeu camundongos 

desafiados com dose letal do vírus (Gould et al., 1986; Faulgot et al., 1990; Chung et al., 

2006). Estudos mais recentes de vacinação em camundongos com plasmídeos de DNA 

contendo sequências de NS1 provenientes de DENV-2 e de JEV demonstraram induzir a 

produção de anticorpos neutralizantes e a sobrevivência de camundongos desafiados 

(Mellado-Sánchez et al., 2010; Gao et al., 2010).  

A proteína NS3, também é uma enzima multifuncional e possui três atividades 

conhecidas: 1) protease, 2) helicase e 3) nucleotídeo trifosfatase (NTPase) e RNA trifosfatase 

(RTPase). Os 184 aminoácidos da porção N-terminal de NS3 são responsáveis pela atividade 

enzimática de protease e estão compreendidos no domínio I. Existem ainda dois domínios 

desta proteína, que consistem de 450 aminoácidos, os quais permitem as atividades de 

helicase e RTPase. A atividade de protease é formada por um complexo de NS3 e o seu co-

fator NS2B, e que cliva a poliproteína na face citoplasmática da membrana do retículo 

endoplasmático (RE) entre as proteínas C e prM, NS2A e NS2B, NS2B e NS3, NS3 e NS4A e 

entre NS4B e NS5. Mais recentemente, verificou-se que NS3 também desempenharia um 

papel essencial na montagem do vírus independente das suas funções enzimáticas (Patkar & 

Kuhn, 2008).  

Outras funções têm sido sugeridas para NS3, demonstrando sua interação com 

outras proteínas da célula do hospedeiro. Foi visto que a infecção por DENV pode modular a 

biosíntese de ácido graxo para aumentar a síntese de lipídeos com a finalidade de estabelecer 

ou expandir o complexo replicativo. A proteína NS3 purificada demonstrou ser capaz de 

aumentar a atividade da sintase de ácido graxo (FASN, fatty acid synthase) in vitro (Heaton et 

al., 2010). Os ácidos graxos produzidos, assim em maior quantidade poderiam ser 

incorporados na membrana do RE, levando a modificações na membrana que culminariam na 

curvatura desta, contribuindo para a indução das vesículas replicativas virais. Além disso, o 

nosso grupo demonstrou que NS3 está associada a uma proteína do hospedeiro, Alix, um 
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componente do complexo endosomal celular requerido para transporte, denominado ESCRT 

(endosomal sorting complex required for transport) que reconhece proteínas ubiquitinadas 

destinadas à degradação através da formação de corpos multivesiculares endossomais (Carpp 

et al., 2011). O vírus de FA é capaz de recrutar Alix, através da proteína NS3, cujo motivo 

(YPTI) foi mapeado no domínio de helicase, com a finalidade de auxiliar a morfogênese e 

liberação das partículas infectivas de YFV. Além disso, foi visto que o sobrenadante obtido de 

células negativas para Alix e infectadas por YFV apresentava títulos virais reduzidos em 

relação ao controle, porém a superprodução de NS3 foi capaz de recuperar o defeito quanto à 

liberação das partículas infectivas (Carpp et al., 2011). 

A proteína NS2A, de 24 kDa, é a primeira das quatro pequenas proteínas 

hidrofóbicas (NS2A, NS2B, NS4A e NS4B). O perfil hidrofóbico dessas proteínas sugere 

uma possível interação com membranas (Chambers et al., 1990; Brinkworth et al., 1999). Foi 

visto que em WNV, NS2A é a proteína responsável por bloquear a transcrição pelo promotor 

de IFN-β (mediador da resposta imune inata contra infecções virais) e que uma única 

substituição de aminoácido é capaz de reduzir esse efeito inibitório (Liu et al., 2004). Além 

disso, esses mutantes demonstraram ser mais atenuados em ensaios de neurovirulência em 

camundongos, embora a mutação não tenha alterado os níveis de anticorpos produzidos nem a 

imunidade protetora frente a um desafio com uma cepa virulenta de WNV (Liu et al., 2006). 

A proteína NS2B, de 14 kDa, é essencial para a atividade de protease da NS3, 

atuando como co-fator para a ativação proteolítica de NS3 (Chambers et al., 1990; Falgout et 

al., 1991). Um estudo molecular da estrutura formada por NS2B e NS3 revelou que o 

complexo NS2B-NS3pro (protease) é mais rígido do que a proteína NS3 sozinha devido 

principalmente à ligações hidrofóbicas no complexo e que NS2B tem a função de facilitar o 

desdobramento do domínio de protease de NS3 bem como a de diretamente interagir com o 

substrato de ligação (Zuo et al., 2009). 

Não se têm evidências diretas sobre a função das proteínas NS4A e NS4B. No 

entanto, estudos recentes sugerem que a proteína NS4A está ancorada à membrana do retículo 

e interage com as proteínas NS1, NS3 e NS5 (Lindenbach & Rice, 1999; Westaway et al., 

2003). A proteína NS4B possui uma hélice anfipática na sua região N-terminal que é seguida 

por quatro domínios transmembranares em sua porção central (Elazar et al., 2004). Alguns 

estudos demonstraram que durante a replicação viral, a proteína NS4B está localizada 

preferencialmente no núcleo e no RE, e parece estar envolvida na inibição da síntese de 

interferon, mas seu papel ainda não foi determinado (Lindenbach & Rice, 2003).  Outros 

evidenciaram que NS4B é capaz de provocar rearranjos na membrana do RE formando um 
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“foco de membranas” (MAFs, membrane associated foci”) em que se encontra também RNA, 

indicando que NS4B está envolvida com a criação de sítios onde ocorre a síntese do genoma 

viral (Jones et al., 2009). Além disso, em relação à resposta imune induzida pelas proteínas 

virais, NS4B demonstrou ser um componente imunodominante ao induzir cerca de 42% das 

células T CD8+ produtoras de IFN-γ totais de indivíduos HLA-A2+ vacinados com YF 17D, 

enquanto que a resposta imune induzida pelas outras proteínas virais não foi de mesma 

magnitude (Akondy et al., 2009). 

Já a função da NS5, a maior, em torno de 100 kDa e mais bem conservada 

dentre os flavivírus é bem descrita como uma RNA polimerase RNA-dependente (Rice et al., 

1986). Esta proteína forma um complexo com a proteína NS3 e pode estimular suas atividades 

de nucleotídeo-trifosfatase e helicase (Yon et al., 2005). A NS5 atua ainda como uma 

metiltransferase (MTase), metilando a estrutura de cap no RNA viral (Lindenbach & Rice, 

2000) e pode ser uma das proteínas responsáveis por inibir a produção de IFN-β na célula, se 

ligando a STAT2 (Signal Transducers and Activators of Transcription protein), requerido 

para a sinalização de IFN, reduzindo a expressão desta citocina (Ashour et al., 2009). 

 

1.1.2. Ciclo de replicação viral 

 

Os Flavivirus entram nas células hospedeiras por endocitose mediada pela 

interação com receptores (Lindenbach & Rice, 2003). O baixo pH do ambiente do endossomo 

resulta em mudanças conformacionais na proteína E expondo o peptídeo de fusão, permitindo 

a fusão com a membrana do endossomo e a liberação do nucleocapsídeo no citoplasma. A 

proteína C dissocia-se do RNA e a replicação do genoma e montagem de novas partículas 

inicia-se (Lindenbach & Rice, 2001). Assim que o genoma é liberado no citoplasma, o RNA é 

traduzido em uma poliproteína que é clivada co e pós-traducionalmente por proteases virais e 

celulares. A replicação ocorre nas membranas intracelulares. Durante o processo de tradução 

da poliproteína, algumas proteínas virais são translocadas ao retículo endoplasmático através 

de seqüências-sinais e, ancoradas no mesmo através de seus domínios de ancoragem à 

membrana. A proteína C contém uma seqüência sinal hidrofóbica em sua porção C-terminal, 

que transloca a proteína prM para o lúmen do RE. A prM, por sua vez, contém dois domínios 

transmembrana, um com sinal de retenção e outro com uma seqüência sinal, resultando na 

translocação da proteína E ao lúmen do RE. Por fim, uma seqüência sinal na porção carboxila 

da E, é responsável pela translocação da proteína NS1 ao RE (Falgout et al., 1989). As 

partículas imaturas são transportadas pelo Trans-Golgi (TGN), onde a clivagem pela furina de 



 

prM em pr e M leva à formação de partículas infecciosas, que deixam a célula por exocitose. 

A Figura 1.4 mostra o ciclo de replicação dos flavívirus.
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membrana do RE. F) Partículas imaturas são transportadas pela via secretora do Trans

onde ocorre a maturação do vírus pela clivagem de prM pela furina. F) O vírus maduro é libera
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1.2. O vírus da Febre Amarela 

 

1.2.1. Breve Histórico 

 

O vírus da Febre Amarela é o protótipo do gênero Flavivirus e foi o primeiro 

vírus reconhecido como agente etiológico de uma doença em humanos, transmitido por 

mosquitos. A descrição mais antiga sobre a Febre Amarela é a de um manuscrito maia, de 

1648 (Monath, 1996). Porém, análises filogenéticas descreveram uma relação de evolução do 

vírus da Febre Amarela com outros vírus também transmitidos por mosquitos, em torno de 

3.000 anos atrás (Zanotto et al., 1996), provavelmente na África.  

Em 1900, uma comissão liderada por Walter Reed indicou a presença de um 

agente filtrável da febre amarela no sangue dos doentes e confirmou que a doença era 

transmitida de homem para homem pelo mosquito Aedes aegypti, como principal vetor (Reed 

& Carroll, 1902). Esta proposta, na verdade, havia sido feita inicialmente pelo cubano Carlos 

Finlay em 1881. Algumas décadas após, Stokes, Bauer e Hudson mostraram que macacos 

rhesus eram suscetíveis à doença, se inoculados com sangue de pessoas infectadas. O 

isolamento do vírus e o estabelecimento deste modelo animal possibilitaram, portanto o 

desenvolvimento da vacina atenuada para Febre Amarela YF 17D.  

A Febre Amarela possui três modos epidemiológicos de transmissão: o ciclo 

urbano, em que o homem é o único hospedeiro, o silvestre, em que ocorrem infecções 

acidentais e uma terceira forma de transmissão intermediária, a que combina as duas situações 

acima. Todas as formas de transmissão levam a formas clínicas idênticas. Nas Américas, o 

vírus da FA circula através do ciclo silvestre, que resulta em até centenas de novos casos em 

trabalhadores não imunes das florestas por ano. Devido às campanhas de erradicação do 

Aedes aegypti pela Organização Pan-Americana da Saúde (OPAS), casos de febre amarela 

urbana não são reportados desde 1954, a despeito da intensa re-infestação do mosquito 

(Monath, 2001). A febre amarela silvestre, por ser uma zoonose, é impossível de ser 

erradicada. No Brasil, a manutenção do ciclo silvestre de transmissão é o responsável pelos 

casos de febre amarela em seres humanos. Na África, o vírus circula através de ambos os 

ciclos: urbano e silvestre, ocasionando epidemias em grande número de pessoas. No Brasil, o 

primeiro caso de febre amarela urbana aconteceu na Bahia, em 1685, ocorrendo somente outra 

epidemia em 1849, também na Bahia. No período entre 1850 e 1899 a doença se disseminou 

pelo país e a última epidemia urbana registrada foi em 1929, no Rio de Janeiro. A febre 
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amarela urbana continuou a ocorrer de maneira pouco expressiva, até 1942 (Franco, 1969). 

No período de novembro de 2008 a março de 2009, entretanto, o estado do RS confirmou 8 

casos de febre amarela silvestre, com 5 óbitos, enquanto que em SP, no período de março a 

abril de 2009, foram confirmados 22 casos, com 9 óbitos. São consideradas áreas de risco 

para febre amarela os estados do Acre, Amapá, Amazonas, Goiás, Maranhão, Mato Grosso, 

Mato Grosso do Sul, Pará, Rondônia, Roraima, Tocantins, Minas Gerais, Distrito Federal e 

áreas específicas do Piauí, Bahia, São Paulo, Paraná, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. 

 

1.2.2. A vacina para febre amarela 

 

O primeiro isolamento do vírus da febre amarela ocorreu através de passagens 

sucessivas em macacos Rhesus (Macaca mulatta) em 1927 a partir de amostras do sangue de 

um homem, chamado Asibi. Este vírus, que recebeu o nome do seu doador, foi identificado 

como a linhagem selvagem virulenta do vírus da febre amarela (Stokes et al., 1928). A cepa 

original YF17D desenvolveu-se após 176 passagens da cepa Asibi, sendo as primeiras 

passagens realizadas através de inoculações intracerebrais em camundongos e macacos e 

posteriormente, em tecido de aves (Theiler & Smith, 1937). O processo de atenuação da cepa 

selvagem de Asibi prosseguiu com novas passagens sucessivas em tecido embrionário de 

galinha desnervado, o que possibilitou a redução do neurotropismo e viscerotropismo do 

vírus. A Figura 1.5 ilustra o histórico de passagens de vírus vacinais de febre amarela a partir 

da cepa selvagem Asibi. 
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Figura 1.5 – Histórico de passagens da linhagem Asibi e derivação das cepas vacinais do vírus YF 

17D e seus subcultivos. Fonte: Galler et al., 1998. 

 

A cepa 17D originou os genótipos 17DD na passagem 195 e 17D-204 na 

passagem 204 (Galler et al., 1998). O 17DD foi novamente cultivado até a passagem 243 e 

sofreu mais 43 passagens adicionais em embriões de galinha até chegar ao lote-semente 

vacinal hoje usado, na passagem 284. A cepa 17D-204 foi passada para produzir a cepa 

Colombia 88, a qual originou as vacinas usadas atualmente na França (passagem 235) e nos 

EUA (passagem 234). Estas cepas 17D-204 foram posteriormente purificadas por placa de 

lise em linhagens celulares diferentes e utilizadas para obtenção de clones de cDNA (F-204) 

ou análise de seqüência (C-204). A cepa 17D-213 foi obtida da cepa 17D-204 para se 

produzir uma semente de 17D livre do vírus da leucose aviária e esta semente, por sua vez, foi 

utilizada para preparar uma semente primária na Fiocruz (FIOCRUZ-S1) (Post et al., 2001). 

Duas sub-cepas de YF 17D são utilizadas para vacinação hoje em dia: 17D-204 e 17DD, as 

quais estão nas passagens 235-240 e 287-289, respectivamente, em relação a cepa Asibi. 

Enquanto que 17DD é usada no Brasil (produzida exclusivamente por Bio-Manguinhos), 

17D-204 é usada no resto do mundo (Monath, 1999).  
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Duas vacinas atenuadas foram desenvolvidas na década de 30: a Vacina 

Neurotrópica Francesa (FNV), oriunda do vírus selvagem de Asibi submetido a passagens em 

cérebro de camundongo, e a vacina YF 17D, oriunda do vírus selvagem de YF submetido a 

passagens em ovos embrionados de galinha. A FNV, no entanto, apesar de ter sido 

administrada entre 1939 e 1952, foi associada a uma alta incidência de reações encefálicas em 

crianças e sua produção foi descontinuada em 1980. Dessa forma, YF 17D é o único tipo de 

vacina contra a Febre Amarela produzida atualmente, sendo que apenas três produtores: no 

Brasil (Bio-Manguinhos, Fiocruz), França (Sanofi-Pasteur) e Senegal (Pasteur Institute) são 

certificados pela Organização Mundial da Saúde (WHO) para produção da vacina (Monath et 

al., 2007). 

A cepa YF 17D foi trazida ao Brasil em 1937 (passagem de número 229) e o 

modelo de lote-semente foi desenvolvido a fim de diminuir a variabilidade na produção da 

nova vacina e garantir a segurança desta (Post et al., 2001). Problemas iniciais relacionados a 

muito ou pouca atenuação (início dos anos 30), quando a vacina YF 17D começou a ser 

usada, foram resolvidos com a implantação de um sistema de lote-semente em 1945. Esta 

vacina demonstrou ser bastante efetiva contra a Febre Amarela durante surtos e em períodos 

intermediários de epidemias. Em 1990, a recomendação foi a de que todos os países com risco 

de Febre Amarela incorporassem a vacinação em seus calendários de imunização. 

 

1.2.3. Reações adversas após vacinação com YF 17D 

 

Apesar das boas propriedades vacinais, alguns casos raros de eventos adversos 

foram reportados, como: 1) reações de hipersensibilidade - mais associado a proteínas do ovo, 

meio de cultura para a vacina; 2) eventos neurológicos e 3) eventos viscerotrópicos.  

Menos do que 25% dos vacinados desenvolvem sintomas sistêmicos moderados, 

que incluem dor de cabeça, mialgia, desconforto na região da imunização ou febre baixa, 2 a 6 

dias após a vacinação (Monath, 2001). Já as reações neurológicas são extremamente raras, 

sendo que a maioria dos casos de eventos adversos neurológicos reduziu-se após introdução 

do sistema lote-semente. Estima-se que estes eventos ocorram em até 0,4 por 100.000 doses 

administradas da vacina (McMahon et al., 2007). Os casos raros de encefalites estiveram 

associados a crianças menores de seis meses, idosos ou pacientes com imunodeficiências 

(Lindsey et al., 2008). O maior risco em crianças pode estar relacionado à indução de títulos 

virêmicos maiores do que em adultos (ou mais prolongados), além da susceptibilidade devido 

à barreira hemato-encefálica. Os primeiros casos de eventos viscerotrópicos foram descritos 
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mais recentemente (Chan et al., 2001; Vasconcelos et al., 2001), sendo que a determinação da 

viremia é um marcador para viscerotropismo e é a base dos testes de segurança aplicados em 

macacos Rhesus para liberação de lotes da vacina YF 17D (WHO, 1998). Os títulos de 

anticorpos neutralizantes mostraram estar acentuados em alguns dos casos de eventos 

adversos, quando comparados com indivíduos saudáveis, no entanto, isto não se correlacionou 

com os dados clínicos de uma paciente de 23 anos de idade que apresentou neurotropismo e 

viscetropismo combinados (Silva et al., 2010). Neste caso, a paciente apresentou uma 

resposta celular exacerbada além de uma produção elevada de citocinas plasmáticas.     

Diante de inúmeros trabalhos que avaliaram casos de eventos adversos 

associados à vacina YF 17D, algumas hipóteses que incluíram tanto características virais 

quanto do hospedeiro puderam ser postuladas para explicar a base destes eventos (revisado 

por Silva et al., 2010). A reversão genética de YF 17D em uma cepa mais virulenta foi 

raramente reportada, enquanto que determinados fatores do hospedeiro, como idade avançada, 

histórico de doença do timo e imunocomprometimento do sistema imune foram mais 

fortemente associados e apontados como fatores de risco para o desenvolvimento de eventos 

adversos (Barwick, 2004; Khromava et al., 2005).  

 

1.2.4. Análise molecular da atenuação do Vírus da Febre Amarela 

 

As seqüências nucleotídicas do genoma das cepas selvagem Asibi (Hahn et al., 

1987a), vacinais 17D-213 e 17DD (Dos Santos et al., 1995) e 17D-204 (Rice et al., 1985) 

foram determinadas. Foram detectadas 67 diferenças nucleotídicas que resultaram em 31 

resíduos de aminoácidos modificados entre a cepa Asibi e as seqüências genômicas de cepas 

17D-204 (Hahn et al., 1987a). Já 17D-204 difere de 17DD por 10 aminoácidos, sendo que o 

genótipo 17DD é o mais estável geneticamente (Galler et al., 1998). Além disso, foi visto que 

a proteína E acumula a mais alta taxa de substituições não conservadas em relação à cepa 

Asibi e a YF 17D (Galler et al., 1998).  

Entretanto, ainda não está claro que mutações estão diretamente associadas com 

a atenuação ao longo das passagens virais ou que determinantes moleculares codificam para 

viscerotropismo ou neurotropismo (Galler et al., 2001). Além disso, sabe-se que a virulência é 

um produto de vários genes, determinado tanto pelos genes estruturais quanto não-estruturais 

(revisado por Monath, 2001). Os dados mostram que tanto os fatores associados a eventos 

viscerotrópicos quanto neurotrópicos são mais relacionados a uma resposta anormal do 

sistema imune do indivíduo do que com a vacina por si (Silva et al., 2010) e que apesar de 
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terem havido raros eventos adversos, o virus vacinal 17D está entre as mais seguras e efetivas 

vacinas virais existentes (Monath, 1999). 

 

1.2.5. A resposta imunológica para o vírus da Febre Amarela 

 

A vacina YF 17D é utilizada em todo o mundo há 70 anos com mais de 400 

milhões de doses administradas (Monath, 2001). Acredita-se que a proteção em indivíduos 

vacinados é mediada em grande parte por anticorpos para a proteína de envelope (E) e 

proteína não-estrutural NS1, que perduram por mais de 35 anos (Polland et al., 1981; Lobigs 

et al., 1987 e Brandriss et al., 1990). Foi mostrado que tanto a imunização ativa com a 

proteína E do vírus da FA ou proteína NS1, quanto uma imunização passiva com anticorpos 

monoclonais direcionados a estas proteínas promoveram uma proteção de camundongos e 

macacos contra um desafio letal pelo VFA (Schlesinger et al., 1985, 1986, Brandriss et al., 

1986).  

Enquanto que o vírus da febre amarela selvagem induz alta viremia em macacos 

e humanos, a vacina YF 17D induz um título mínimo de vírus circulando no sangue e ocorre 

nos humanos desde o 4º dia até o 10º dia, com pico entre o 5º e o 7º dia pós-vacinação. A 

queda da viremia corresponde ao período em que se detecta elevação dos anticorpos 

neutralizantes (8º a 9º dia pós-vacinação). No entanto, níveis de proteção parciais foram 

relatados em macacos vacinados com YF 17D e que foram desafiados 1 a 3 dias após (antes 

do aparecimento de anticorpos) com vírus virulento de FA, sugerindo que níveis baixos de 

anticorpos podem ser protetores (Mason et al., 1973)  

A sobrevivência de animais desafiados em 1 ou 3 dias após vacinação com YF 

17D sugere que mecanismos da resposta inata também possam ter um papel essencial na 

resposta imune ao vírus da febre amarela (revisado por Pulendran, 2009). Nesse sentido, as 

células dendríticas (DCs) desempenham papel fundamental em reconhecer esses micróbios e 

em integrar esta informação para iniciar e modular a resposta imune adaptativa. O vírus YF 

17D é capaz de se replicar minimamente em DCs humanas imaturas e maduras. Além disso, 

as células DCs infectadas são capazes de processar e apresentar epítopos do genoma viral ou 

heterólogos para os linfócitos T CD8+ (Barba-Spaeth et al., 2005). Aliado a este resultado, 

Querec e equipe (2006) demostraram que a ativação das células dendríticas pelo vírus YF 

17D ocorre através de vários receptores do tipo Toll (TLRs): TLR2, TLR7 e TLR8 e TLR9, 

resultando na produção de citocinas pró-inflamatórias potentes, como IL-12, IL-6 e de IFN 

tipo I, que vão mediar a resposta imune adaptativa. Apesar de não se conhecer que 
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componentes virais exatamente induzem os TLRs, é possível que TLR7 e TLR8 sejam 

induzidos pelo ácido nucleico viral (Takeuchi & Akira, 2009). O engajamento de múltiplos 

TLRs tem um significado biológico peculiar da vacinação com YF 17D: o engajamento de 

uma resposta imune balanceada do tipo Th1 e Th2 (Querec et al., 2006).  

Outros componentes importantes na imunidade inata são constituídos pelas 

células NK (do inglês Natural Killer). Viu-se que estas podem atuar limitando a viremia, 

atuando em conjunto com as DCs na geração de resposta imune adaptativa (Moretta et al., 

2002). A vacinação com YF 17D por sua vez, é capaz de ativar células NK, demonstrado pela 

presença de marcadores de superfície, como CD69 e antígenos leucocitários humanos (HLA-

DP, DQ e DR de MHC classe II) dois dias após vacinação com YF 17D (Neves et al., 2009). 

Essa ativação é dependente de TLR3 e TLR9, induzido por RNA dupla-fita, o que requer que 

o vírus esteja se replicando. Como conseqüência, as células NK se tornam fortemente 

citotóxicas e produzem IFN-γ, contribuindo para a geração de uma resposta Th1 prevalente. 

Além das células NK, o sistema imune inato contribui com o aumento de ativação de 

fagócitos mononucleares, monócitos e macrófagos, relevantes para a rápida eliminação do 

vírus circulante (Martins et al., 2008). 

Dentre os vários mecanismos imunológicos efetores da imunidade adquirida, os 

linfócitos T são críticos para a resolução das doenças infecciosas (Yewdell e Haeryfar, 2005), 

já que os linfócitos T CD8+ possuem mecanismos efetores para suprimir a replicação de 

patógenos infecciosos in vivo (Letvin, 2006; Tsuji e Zavala, 2003). Vários estudos focaram 

nos aspectos da imunidade humoral para YF 17D, no entanto, a resposta imune celular pós-

vacinação com YF 17D ainda está sendo esclarecida, com um crescente número de trabalhos 

nesta área.  

A sugestão de uma resposta imune mediada por células foi inicialmente proposta 

por Reinhardt e equipe (1998), que demonstraram a ocorrência de um aumento significativo 

no número de linfócitos T CD8+ já a partir do 5º dia pós-vacinação com YF 17D. Os 

primeiros trabalhos que identificaram epítopos específicos das proteínas do vírus vacinal YF 

17D, responsáveis por induzir linfócitos T CD4+ ou CD8+, foram os de Co e equipe (2002), 

além de Van der Most e equipe (2002). Co e equipe identificaram em humanos de MHC 

HLA-B35, células T citotóxicas específicas direcionadas a epítopos das proteínas E, NS1, 

NS2B e NS3, que são induzidas antes do 14º dia pós-vacinação e são mantidas por mais de 18 

meses. Van der Most e equipe relataram dois epítopos T CD8+ restritos ao MHC murino H-

2Db, presentes nas proteínas E e NS3 e um epítopo T CD4+ na proteína E, tendo sido estas 

duas proteínas os maiores alvos de resposta imune celular induzida pelo vírus YF 17D. 
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Trabalhos anteriores, que mapearam o genoma de outros flavivírus em busca de determinantes 

antigênicos reconhecidos por células T citotóxicas de variados haplótipos murinos também 

identificaram a proteína NS3 como fonte principal de peptídeos antigênicos (Hill et al., 1992; 

Lobigs et al., 1994). Dentre as proteínas estruturais de YF 17D, foi visto que a proteína E 

contém epítopos indutores de células T, sendo o repertório destes, constituído em sua maioria 

por epítopos reconhecidos por células T CD4+ (Maciel et al., 2008). Posteriormente, foi 

demonstrado que além das proteínas E e NS3, todos as outras proteínas de YF 17D possuem 

determinantes imunogênicos indutores de T CD8+ em humanos (Akondy et al., 2009).      

A análise da cinética de indução de células T CD4+ e T CD8+ mostraram que 

estas células entram em uma fase de expansão massiva em resposta ao antígeno que perdura 

até o 14º dia, até que gradualmente se diferenciam as células de memória de longa duração 

(Miller et al., 2008). Em um estudo longitudinal de diferenciação de células T CD8+ de 

memória em humanos vacinados com YF 17D, viu-se que a imunização é capaz de induzir 

células T CD8+ de memória polifuncionais e persistentes (por mais de 2 anos pós-vacinação), 

que são mantidas de forma antígeno-independente (Akondy et al., 2009). 

Sabe-se que a produção de mediadores solúveis, como IL-4, TNF-α e interferons 

(IFN) desempenham importantes papeís durante a infecção por FA. Santos e equipe (2008) 

demonstraram a indução em humanos de majoritariamente IFN-γ em 7, 15 e 30 dias após 

vacinação com YF 17DD. Um importante aspecto da vacinação com o vírus YF 17D é a sua 

capacidade peculiar de induzir uma produção precoce de IFN-γ (5º  a 7º dia pós-vacinação). 

Porém, ao invés de uma resposta clássica de T CD8+ e T CD4+, observou-se que esta 

produção inicial de IFN-γ provinha de células T CD8+ de TCR gama-delta ativadas e de T 

CD4+ ativadas no 7º dia pós-vacinação (Neves et al., 2010).           

Com o advento de tecnologias de alta performance e com o recente avanço em 

sistemas biológicos que podem predizer perfis de expressão gênicos e moléculas que são 

induzidas após vacinação, permitiu-se uma análise multivariada da imunidade induzida pela 

vacinação com YF 17D (Gaucher et al., 2008; Querec et al., 2009). A indução de um perfil 

balanceado Th1 / Th2 pela vacinação com YF 17D tem sido recentemente confirmado por 

vários trabalhos que demonstram que o vírus é capaz de induzir a produção de citocinas por 

células T CD4+ que contribuem para os dois tipos de resposta: Th1 (IFN-γ, IL-2 ou TNF-β) e 

Th2 (IL-4, IL-5 ou IL-10) (Querec et al., 2006; Santos et al., 2008; Franco et al., 2010). Além 

disso, foi visto que células T auxiliares de memória central, presentes no sangue de indivíduos 

vacinados há 365 dias, expressam marcadores de superfície típicos de Th1 ou Th2 quando 

estimulados com peptídeos de YF 17D (Gaucher et al., 2008). Este tipo de resposta imune, 



19 

 

indutor tanto de resposta humoral (Th2) quanto celular (Th1) está intimamente relacionado 

com a eficácia da vacinação com YF 17D (Querec et al., 2006). 

 

1.3. Desenvolvimento de vacinas virais recombinantes: o uso do vírus YF 17D como 

vetor para expressão de antígenos heterólogos 

 

A idéia de se usar vírus como veículos para “entregar” genes que combatem doenças, 

traz novas perspectivas ao mundo atual. Os vírus vivos atenuados que já vem sendo utilizados 

como vacinas são vantajosos, pois permitem o uso da metodologia estabelecida de produção 

em grande escala e de baixo custo para vacinação em massa e constituem abordagens de 

interesse (revisado em Liniger et al., 2007).  

O vírus vivo atenuado YF 17D constitui uma das vacinas mais seguras administradas 

atualmente e é capaz de induzir imunidade duradoura com apenas uma dose. Esta vacina é 

capaz de preencher alguns dos pré-requisitos necessários para novos candidatos vacinais, que 

são: eficácia e segurança comprovada, condições de produção em larga-escala e capacidade 

de induzir múltiplas vias imunológicas. O uso de outros vetores virais ainda encontra-se sob 

avaliação quanto à segurança, imunogenicidade, eficácia e potencial oncogênico (Tabela 1.1). 

 

Tabela 1.1 – Vacinas virais recombinantes para uso humano e veterinário 

Vírus vetores Uso Antígeno-alvo Situação Características do vetor/vacina 

Adenovírus 

Humano 

HIV-1 Fase IIb Replicação-deficiente; metodologia 

estabelecida; boa resposta CTL, CD4+ 

e Ac; fácil manipulação; alta dose 

necessária; pré-imunidade em 

humanos; integração ao genoma 

Ad5 (humano) 

P. falciparum Fase I / IIa 

Influenza Fase I 

Veterinário Febre aftosa Pré-clínica 

Ad35 (humano) Humano 
SIV, 

M. tuberculosis 
Pré-clínica 

Não há pré-imunidade; metodologia 

em desenvolvimento; segurança não 

estabelecida; pouca imunogenicidade; 

alta dose necessária 

Herpes vírus 

simplex 

(HSV) 

Humano HIV Pré-clínica 

Replicação-deficiente; não há pré-

imunidade; boa resposta humoral; 

metodologia complexa; segurança não 

estabelecida; integração ao genoma 

Alfavírus 

Venezuelan 

equine 

Humano HIV-1 Fase I 

Replicação-deficiente; não há pré-

imunidade; boa resposta CTL e Ac; 

metodologia complexa para produção 
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encephalitis 

(Sindbis; Semliki 

Forest vírus) 

em massa; segurança não estabelecida 

em humanos; instabilidade 

Flavivírus 

Quimeras YF 

17D 

Humano 

dengue Fase IIb/III 

Vírus atenuado; segurae imunogênica 

em humanos; soroconversão para os 

quatro sorotipos; resposta CD4+ Th1 e 

CD8+; metodologia estabelecida; pré-

imunidade ao vetor; limitação 

tamanho inserto (vetor) 

JEV Em registro Vírus atenuado; segura e imunogênica 
em humanos; 100% soroconversão 

WNV Fase II Vírus atenuado; segura e imunogênica 
em humanos ; boa resposta celular 

Veterinário WNV 
Certificada 

(EUA) 

Vírus atenuado; segura e eficiente em 
cavalos, menos neurovirulenta do que 

YF 17DD; boa resposta celular 
Influenza 

aviária (H5N1) 
Veterinário 

Vírus 

Newcastle 
Certificada 

Vírus atenuado; boa proteção 

direcionada ao vetor e ao antígeno 

Poliovírus 

Sabin (PV) 
Humano SIV Pré-clínica 

Vírus atenuado; metodologia 

complexa; seguro em humanos; 

resposta celular e humoral em 

macacos; pré-imunidade; instabilidade 

Sarampo 

 (MV, Measles 

virus) 

Humano 

SIV, HIV, 

hepatite B, 

SARS, WNV 

Pré-clínica 

Vírus atenuado; pré-imunidade ao 

vetor; metodologia estabelecida; 

seguro; resposta imune de longa 

duração; estabilidade do inserto; não-

integração ao genoma hospedeiro 

Poxvírus 

Vaccinia virus 

Ankara (MVA) 

ou NYVAC 

vírus; Canarypox 

Humano 
HIV-1, câncer, 

influenza A 

 

Fase I / II (MVA) 

III (canarypox-

HIV) 

Replicação-deficiente (MVA) ou 

vírus atenuado (NYVAC); 

metodologia estabelecida; seguro; boa 

resposta CTL, pré-imunidade (MVA) 

ao vetor; imunogenicidade limitada, 

potencial uso em regimes heterólogos 

Canarypox Veterinário 

Influenza 

eqüina, WNV, 

raiva 

Certificadas 
Replicação-deficiente; segura; boa 

resposta celular e humoral 

Vesicular 

stomatitis vírus 

(VSV) 

Humano 
Ebola, HIV-1, 

Marburg virus 
Pré-clínica 

Replicação competente; metodologia 

não estabelecida; segurança não 

determinada em humanos; potencial 

risco de neurotoxicidade 

Modificado e adaptado de Liniger et al., 2007; Draper & Heeney, 2010. 
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O desenvolvimento da tecnologia do clone infeccioso possibilitou a manipulação 

genética de YF 17D (Rice et al., 1989). Com isso, vírus recombinantes YF 17D puderam 

expressar diferentes antígenos através da construção de clones de cDNA, que reconstituem o 

genoma viral de YF 17D através de transcrição in vitro, resultando na produção de progênies 

virais viáveis após transfecção celular do RNA viral. Desse modo, várias abordagens de 

construção de YF 17D são possíveis em função do antígeno a ser expresso (Galler et al., 

1997).  

Uma das mais importantes abordagens no uso de flavivírus como vetor, refere-se à 

construção de quimeras de YF 17D através da troca dos genes prM e E por genes homólogos 

de outros Flavivírus. Vírus 17D quiméricos foram criados pela troca de prM/E do vírus da 

Encefalite Japonesa (JEV; Chambers et al., 1999), dos quatro sorotipos do vírus da Dengue 

(Caufour et al., 2001; Guirakhoo et al., 2001, 2002, 2004), do vírus do Oeste do Nilo (WNV; 

Arroyo et al., 2004; Monath et al., 2001, 2006) e do vírus da encefalite de Saint Louis (SLEV; 

Pugachev et al., 2004). Estas vacinas mostraram-se comprovadamente seguras e 

imunogênicas em humanos e estão em distintas fases de ensaios clínicos ou aguardando 

registro (revisado por Guy et al., 2010).  

Outras estratégias abordadas dizem respeito à inserção de genes nas regiões 3` e 5` 

não-traduzidas (UTRs) no genoma de YF 17D. Esta metodologia foi primeiramente descrita 

por Andino e equipe (2002) e se referiu à construção de cassetes recombinantes bicistrônicos 

que contém uma seqüência nucleotídica exógena de IRES (do inglês Internal Ribosome 

Binding) inserida no genoma viral que permite o início da tradução do RNA viral 

independentemente do resto do precursor da poliproteína viral. As seqüências IRES podem 

ser inseridas em um sítio interno anterior a uma região de códon ou nas extremidades 3` ou 5` 

UTR do genoma viral. Inserções de IRES virais adjacentes a uma seqüência exógena que 

codifica para o gene p24 (HIV-1) foram realizadas na região 3` UTR no genoma de YF 17D e 

geraram vírus viáveis porém instáveis geneticamente. Recentemente, o mesmo tipo de 

estratégia foi empregado na construção de um vírus YF 17D recombinante para o gene p24 

(HIV-1), dessa vez inserido na região 5` UTR (Franco et al., 2010). Este vírus mostrou-se 

replicativo em cultura de células e imunogênico in vivo, sendo capaz de induzir em 

camundongos resposta humoral e celular T CD4+ e T CD8+ específica para o epítopo p24, 

porém se tornou instável geneticamente após somente quatro passagens seriadas.  

Outra abordagem de construção de YF 17D refere-se à utilização deste como vetor 

para epítopos heterólogos de patógenos relacionados ou não, que podem ser expressos em 

diferentes regiões do genoma, as quais serão descritas em seguida. A primeira estratégia 
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descreve o uso da proteína E (Envelope) como alvo para a inserção “in-frame” de epítopos 

heterólogos. Isto foi possível devido à disponibilidade da estrutura tridimensional da proteína 

E (Rey et al., 1995), que acarretou na determinação de sítios em que inserções seriam viáveis. 

O nosso grupo construiu clones infecciosos de YF 17D recombinantes para epítopos humorais 

e celulares de circumsporozoíta (CS) de Plasmodium spp, os quais foram inseridos na alça fg 

da proteína E (Bonaldo et al., 2002, 2005). Estes vírus recombinantes mostraram-se estáveis 

geneticamente em células de vertebrados e imunogênicos, além disso, mantiveram-se 

atenuados em camundongos e macacos (Bonaldo et al., 2005). 

Um recente trabalho descreveu uma nova estratégia de inserção de peptídeo do vírus 

influenza A diretamente na glicoproteína não-estrutural NS1, que ao contrário de desenhos 

racionais de inserção, utiliza como estratégia a mutagênese randômica com a finalidade de 

identificar possíveis sítios de inserção otimizados pela capacidade de replicação do vetor e de 

apresentação eficiente ao sistema imune (Rumyantsev et al., 2010). Pela análise de um 

número de mutantes in vivo, um variante pode ser escolhido pela sua melhor configuração 

imunogênica. No trabalho de Rumyantsev e equipe (2010), os mutantes permitiram a inserção 

de peptídeo de até 56 aminoácidos somente no resíduo 326 de NS1. Apesar das inserções 

neste sítio terem desestabilizado a formação estrutural do dímero de NS1 in vitro, os vírus 

mutantes foram capazes de se replicar em cultura de células Vero e de induzir 

imunogenicidade in vivo, ainda que os níveis de proteção induzidos após um desafio com o 

vírus da influenza em camundongos tenham sido insuficientes. 

Outra estratégia de inserção no genoma de YF 17D abordou a clonagem de epítopos 

flanqueados por motivos de reconhecimento da protease viral NS2B/NS3, que cliva e libera o 

epítopo heterólogo do resto da poliproteína viral. Um estudo utilizando um modelo de câncer 

murino demonstrou que o vírus recombinante YF 17D expressando epítopo de ovalbumina, 

clonado nesta região, promoveu a indução de proteção após um desafio letal com células 

tumorais malignas expressando ovalbumina (McAllister et al., 2000). Outros estudos também 

demonstraram a produção de vírus viáveis quando clonados nesta região para albergar epítopo 

T CD8+ de P. yoelii (Tao et al., 2005) e epítopo do vírus influenza (Barba-Spaeth et al., 

2005).  

Utilizando uma abordagem similar de inserção de epítopos flanqueados por motivos 

de clivagem, foi possível inserir seqüências heterólogas mais longas, no caso entre as 

proteínas E e NS1, em que a clivagem é realizada pela signalase celular, presente no retículo 

endoplasmático (RE). Esta metodologia foi desenvolvida pelo nosso grupo (Bonaldo et al., 

2007) e se baseou na construção de um cassete que inclui além do inserto, a duplicação da 
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região de haste-âncora (HA) da proteína E, respeitando sua estrutura e a função de cada 

elemento nela contido, permitindo, assim, a inserção e o correto processamento das proteínas 

virais no lúmen do RE (Bonaldo et al., 2007). Pôde-se demonstrar que o vírus recombinante 

expressando EGFP entre as proteínas E e NS1 foi geneticamente estável por até dez passagens 

seriadas, tendo sido capaz de reter a proteína exógena ancorada no RE e de induzir resposta 

humoral específica tanto para YF 17D quanto para EGFP (Bonaldo et al., 2007).  

A expressão de um precursor de uma glicoproteína de Lassa vírus também na região 

E/NS1 de YF 17D resultou em um vírus recombinante replicativo em cultura de células, 

porém a estabilidade genética do inserto foi duvidosa (Bredenbeek et al., 2006). A construção 

abordada por Bredenbeek e equipe (2006) diferiu da explorada pelo nosso grupo (Bonaldo et 

al., 2007), por conter um trecho menor da HA duplicada - região codificante para somente o 

segundo domínio transmembrana de 23 aminoácidos - no desenho de seu cassete heterólogo, 

o que possivelmente afetou a seqüência-sinal e a translocação de NS1 à membrana do RE. 

Posteriormente, os autores demonstraram que a clonagem de dois insertos mais curtos de 

Lassa vírus entre os genes E e NS1 foi capaz de aumentar a estabilidade genética dos vírus 

recombinantes e a competência destes em se replicar e em processar os antígenos heterólogos 

nas células infectadas, além de ter induzido proteção em cobaias (Jiang et al., 2011).   

Esta estratégia de inserção, entre as proteínas E e NS1, vem sendo utilizada pelo 

nosso grupo, com algumas modificações que otimizaram a estabilidade do cassete heterólogo, 

para expressar antígenos de Gag do vírus da imunodeficiência símia (SIVmac239) (Bonaldo 

et al., 2010). Resultados preliminares mostraram que a imunização de macacos rhesus com o 

vírus recombinante YF 17D expressando proteína de SIV foi capaz de induzir T CD8+ 

secretoras de várias citocinas, além de ter suprimido a replicação de SIV em T CD4+. Franco 

e equipe (2010) recentemente, descreveram uma construção de YF 17D recombinante 

expressando o gene p24, oriundo do vírus da imunodeficiência humana tipo 1 (HIV-1) entre 

as proteínas E e NS1. Diferentemente das construções desenvolvidas em nosso laboratório, 

estes empregaram a inserção do gene heterólogo adjacente a uma região de transmembrana 

(E2), oriunda do vírus Sindbis, um alfavírus, como forma de manter a correta topologia e o 

processamento da poliproteína viral. No entanto, o vírus recombinante foi estável 

geneticamente somente até a quarta passagem seriada em cultura de células. Apesar desta 

desvantagem, ao se comparar o vírus recombinante YF 17D com MVA (“Modified Vaccinia 

Ankara”) e adenovírus recombinantes que expressam proteínas de HIV-1 (Gag p24), viu-se 

que os vírus recombinantes de FA foram capazes de induzir uma resposta imune mais 

balanceada de T CD4+ e T CD8+ e um perfil mais abrangente de secreção de citocinas, 
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caracterizando a polifuncionalidade destas células, e refletindo a propriedade imunológica 

característica do vírus 17D parental. 

Uma das limitações de uso do vetor de FA seria a relativa instabilidade genética dos 

vírus recombinantes gerados (revisado em Liniger et al., 2007). Em nossa equipe, vírus 

recombinantes expressando proteína EGFP mantiveram a proteína heteróloga no genoma de 

FA até a 20ª passagem (quimeras de DENV4). No entanto, vírus recombinantes 17D 

expressando proteína heteróloga de DENV3 foram estáveis até a 5ª passagem somente, 

indicando que características do inserto também podem influenciar a estabilidade genética dos 

vírus recombinantes. Dessa forma, o sistema de expressão de antígenos heterólogos entre 

E/NS1 do vírus 17D, desenvolvido por nosso grupo, possibilitou resultados promissores 

porém este sistema necessita ser melhor estudado quanto à inserção de genes que codificam 

para os mais variados antígenos, dentre eles o de T. cruzi.  

 

1.4. A Doença de Chagas 

 

1.4.1. Epidemiologia, modos de transmissão e ciclo biológico 

 

A tripanosomíase americana humana (Doença de Chagas) é causada pelo parasita 

intracelular obrigatório flagelado Trypanosoma cruzi, descoberto por Carlos Chagas, em 1909 

(Chagas, 1909). A doença é endêmica nos países da América do Norte (México), Sul e 

Central, sendo que na Bolívia e Argentina, um percentual que pode variar de 4 a mais de 5% 

da população está infectada pelo protozoário. Apesar dos esforços em se reduzir a transmissão 

de Chagas na América Latina, cerca de 13 milhões de pessoas ainda são afetadas, provocando 

mais de 15.000 mortes por ano, enquanto que de 50 a 80 milhões de pessoas estão sob risco 

de infecção (WHO, 2005).    

A infecção por T. cruzi existiu nas Américas como uma enzootia, transmitida por 

várias espécies de animais selvagens, que mantiveram o T. cruzi na natureza por milhões de 

anos até o início do século XX. As mudanças no ambiente, decorrentes da ocupação humana, 

modificaram este panorama, agravando o problema do ponto de vista epidemiológico. A 

migração de pacientes de áreas rurais, as transmissões por transfusões sanguíneas e a recente 

ocorrência de epidemias locais transmitidas por contaminação alimentar vêm tornando esta 

doença um problema urbano nas áreas afetadas (Coura et al., 2007; Steindel et al., 2007; 

Alárcon et al., 2010). Além disso, a migração massiva de pacientes de países endêmicos a 

outras regiões não-endêmicas, como EUA, Canadá, Europa, Austrália e Japão podem 



25 

 

modificar o cenário epidemiológico mundial, sendo que como nesses países não há vetores 

transmissores de T. cruzi, a contaminação se dá por transfusões sanguíneas, transplantes de 

órgãos e transmissão vertical de mãe para filho (Figura 1.6). 

 

 

Figura 1.6 – Rota de migração da América Latina e o número total de indivíduos infectados em países 

não-endêmicos. Fonte: Nature Outlook: Chagas Disease (http://www.nature.com/nature/ 

outlook/chagas/index.html) 

 

T. cruzi é naturalmente transmitido pelo hospedeiro invertebrado do gênero 

Triatoma (família Reduviidae) ou popularmente conhecido como barbeiro, que durante o 

repasto sanguíneo, este defeca na pele, transmitindo os parasitas que estão sob forma de 

tripomastigotas metacíclicos. Estes penetram no hospedeiro pela pele ou mucosas, 

posteriormente invadindo células locais e se transformando em amastigotas que são formas 

replicativas intracelulares. Alguns amastigotas se transformam novamente em tripomastigotas 

que lisam as células, liberando tanto amastigotas quanto tripomastigotas que podem infectar 

novas células, entrar na corrente sanguínea ou colonizar o tecido muscular ou nervoso 

formando ninhos de amastigotas. O barbeiro ingere do hospedeiro contaminado sangue 

contendo tripomastigotas e no inseto, os tripomastigotas se diferenciam em epimastigotas, que 

se replicam assexuadamente e chegam ao reto do vetor, se diferenciando em tripomastigotas 

metacíclicos infectivos (Hoare 1972; revisado por De Souza et al., 2010). Dessa forma, 

completa-se o ciclo de vida do T. cruzi. 

O único tratamento disponível contra a doença de Chagas é através de 

quimioterápicos fabricados há mais de 40 anos: as drogas benznidadol e nifurtimox, as quais 

apresentam grandes efeitos colaterais e podem levar à resistência, sendo eficaz em apenas 

55,8% de crianças infectadas (De Andrade et al., 1996) e somente em 19,1% dos adultos 

(Viotti et al., 1994). São ainda menos efetivas em pacientes crônicos (Jannin & Villa, 2007).  
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Apesar do controle ao vetor triatomíneo T. infestans ter sido bem sucedido no 

Brasil durante a década de 80 (Silveira & Vinhaes, 1999), há alguns fatores que contribuem 

para a necessidade de novas estratégias imunoterápicas, como por exemplo: 1) a possibilidade 

de interrupção do programa de controle ao vetor, 2) ausência de um tratamento eficaz e 

inócuo, 3) presença de milhões de indivíduos infectados crônicos e novos casos de infecção 

em vários países da América do Sul e Central, e 4) dificuldade de se controlar diferentes 

espécies de barbeiros vetores, além da possível colonização de outras espécies silvestres em 

ambientes domiciliares no lugar de T. infestans (Camargo, 2009; Schofield et al., 2006). 

 

1.4.2. Mecanismos efetores da resposta imune contra a Doença de Chagas 

 

A doença de Chagas pode seguir diferentes percursos clínicos e dentre os fatores 

determinantes, alguns podem ser destacados: o inóculo inicial de T. cruzi, as oportunidades de 

re-infecção, as características biológicas das cepas ou clones infectantes e a resposta imune do 

hospedeiro (Coura et al., 2007).  Após o primeiro contato com o T. cruzi, o homem 

desenvolve a fase aguda da doença, caracterizada pela presença de parasitemia e de reações 

inflamatórias locais (granulomas). A progressão para a fase crônica da doença é marcada pelo 

desaparecimento da parasitemia, sendo que a maioria dos indivíduos pode permanecer por 

toda a vida nesta fase da doença (Teixeira et al., 2006). Muitos destes, não desenvolvem 

sintomas, permanecendo na fase indeterminada da doença. A forma crônica sintomática da 

doença pode ocorrer em cerca de 30% dos indivíduos infectados, com alta freqüência de T. 

cruzi no tecido miocárdico e outros tecidos, e um reduzido número de parasitas no sangue.  

Durante as etapas iniciais da fase aguda, a replicação de T. cruzi ocorre no 

citoplasma de variados tipos celulares, em especial: macrófagos, fibroblastos, células 

musculares esqueléticas e do miocárdio, neurônios e células epiteliais. O hospedeiro 

sobrevive a esse estágio inicial devido à geração de resposta inata, em que os componentes do 

T. cruzi, como o DNA e glicoconjugados da membrana (proteínas e componentes da âncora 

de GPI – glicosilfosfatidil-inositol) induzem receptores Toll (TLR9 e TLR2) em macrófagos e 

células dendríticas, através da ativação da molécula adaptadora MyD88 (Campos et al., 2004; 

Bafica et al., 2006). Os macrófagos murinos também podem reconhecer componentes da 

âncora de GPI (Camargo et al., 1997). Após ativação, estas células secretam citocinas pró-

inflamatórias e quimiocinas que aumentam a endocitose e a morte intracelular de parasitas 

através da liberação de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio. Citocinas pró-inflamatórias 
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como IL-1, IL-6, IL-12 e fator de necrose tumoral tipo alfa (TNF-α) são prontamente 

liberadas e ativam outras células inflamatórias (Bilate & Cunha-Neto, 2008).  

Os resultados obtidos sugeriram que macrófagos e células NK seriam regulados 

por meio de um sistema de retroalimentação positiva via produção de IL-12 e IFN-γ.   

Macrófagos e células dendríticas que endocitaram o parasita subseqüentemente estimulam 

uma resposta adaptativa mediada por células T e por anticorpos contra T. cruzi (revisado por 

Cunha-Neto et al., 2009). Os tripomastigotas são as principais formas extracelulares do 

parasita e são alvos de anticorpos, porém, mesmo a geração robusta de anticorpos específicos 

não é suficiente para eliminar o parasito (revisado por Rodrigues et al., 2009b).  

Em animais infectados, demonstrou-se que as citocinas interferon-gama (IFN-γ), 

bem como o fator de necrose tumoral tipo alfa (TNF-α) são essenciais na resposta protetora 

contra T. cruzi (Aliberti et al., 2001; Silva et al., 2005). Estas citocinas levam à ativação da 

enzima catalisadora da síntese de óxido nítrico (iNOS ou do inglês: “inducible nitric oxide 

synthase”) em macrófagos e inibem a replicação parasítica (Vespa et al., 1994). IFN-γ é 

sintetizado logo após a infecção pelas células NK (Aliberti et al., 1996), porém linfócitos T 

CD4+ e T CD8+ também produzem esta citocina durante a infecção por T. cruzi (Martins et 

al., 2004). A evidência de que a produção de óxido nítrico é crítica na eliminação dos 

parasitas foi obtida em infecções de camundongos geneticamente deficientes para iNOS, os 

quais se mostraram altamente suscetíveis à diferentes cepas de T. cruzi (Rodrigues et al., 

2000). 

As células T CD8+ são importantes mediadoras da resposta imune adaptativa 

contra infecções causadas por parasitas como T. cruzi, Leishmania major and Plasmodium 

spp (Rodrigues et al., 2003). Além de secretar IFN-γ, linfócitos T CD8+ podem atuar 

limitando a parasitemia, através da lise de células infectadas via perforina ou liberação de 

granzimas, de apoptose via Fas-FasL (Muller et al., 2003) ou ainda da secreção de outros 

importantes mediadores, como TNF-α (Munoz-Fernandez et al., 1992). Foi demonstrado que 

a freqüência de células T CD8+ produtoras de IFN-γ específicas para proteínas do T. cruzi está 

altamente correlacionada com a gravidade da doença em humanos, sendo significativamente 

menor em pacientes com doença grave em comparação àqueles sem sintomas (Laucella et al., 

2004). Na infecção humana, células T específicas para T. cruzi puderam ser detectadas em 

indivíduos na fase crônica, possivelmente exercendo uma atividade anti-parasítica similar à 

infecção no modelo murino (Dutra et al., 2005; Alvarez et al., 2008). Por outro lado, apesar 

de suas atividades citolíticas, células T CD8+ também contribuem (através dos efeitos de 
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TNF-α e IFN-γ) para a imunopatogênese cardíaca e lesão tecidual em pacientes crônicos 

(Gomes et al., 2003; Cunha-Neto et al., 2009). 

As evidências mostraram que uma resposta Th1 é predominante no controle de T. 

cruzi (Hoft & Eickhoff, 2005). No entanto, citocinas regulatórias como IL-4, IL-10 e TGF-β 

têm sido associadas com a susceptibilidade à infecção devido à inibição dos efeitos de IFN-γ e 

da ativação de macrófagos (revisado por Gutierrez et al., 2009). Uma representação 

esquemática resumindo a participação de células e citocinas envolvidas na imunidade contra a 

infecção por T. cruzi pode ser observada na Figura 1.7. 

 

Figura 1.7 – Mecanismo de participação de citocinas e tipos celulares na indução da imunidade contra 

infecção por T. cruzi. O esquema mostra a contribuição de uma resposta TCD8+ Tc e de TCD4+ Th1 

na produção das citocinas IFN-γ e TNF-α, responsáveis por mediar a atividade anti-parasítica 

intracelular.  

 

1.4.3. Evasão da resposta imune por T. cruzi 

 

As seguintes estratégias de evasão do sistema imune pelo T. cruzi foram 

descritas: 1) indução da produção de citocina reguladora TGF-β, 2) indução de apoptose 

linfocitária pelo sistema de receptores Fas-FasL, 3) transferência de ácido siálico do 

hospedeiro à superfície do parasito, inibindo a lise mediada por complemento, 4) competição 
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antigênica (indução linfocitária policlonal) e 5) bloqueio de antígenos solúveis do 

complemento (mediado pela proteína gp160 de membrana do T. cruzi).  

Apesar da imunidade mediada por T CD8+ ser crítica na proteção contra T. cruzi, 

o parasita pode conseguir sobreviver e estabelecer uma infecção crônica, retardando o 

aparecimento de T CD8+ (Tzelepis et al., 2006, 2007). Apenas depois que o nível de 

parasitemia chega a um ponto crítico, é que se inicia a imunidade mediada por células (CMI, 

do inglês “cell-mediated immunity”).  

Sabe-se que a ativação de T CD8+ pelas APCs depende da densidade e da 

afinidade do TCR (do inglês T cell receptor) para o complexo peptídeo-MHC que está sendo 

apresentado. Sendo assim, dois mecanismos poderiam contribuir para a evasão da resposta 

imune mediada por T CD8+ a T. cruzi: 1) a diversidade de proteínas distintas que são 

liberadas por T. cruzi para processamento via MHC classe I (intracelular) compromete a 

indução de uma resposta mais potente e focada, e 2) a apresentação simultânea de peptídeos 

homólogos (alterados ou modificados) pode antagonizar células T naїve ou efetoras.  

O genoma de T. cruzi contém mais de 12.000 genes, no entanto, apenas uma 

parte deste demonstrou conter epítopos de classe I, que são em sua maioria expressos por 

diferentes membros da superfamília de antígenos de superfície de T. cruzi, denominados de 

trans-sialidases (TS). Estas proteínas estão associadas a caudas de GPI na superfície da 

membrana e as TS ativas têm como função hidrolisar e transferir ácido siálico de 

glicoconjugados da superfície do hospedeiro a aceptores do tipo mucina na membrana do 

parasito (Schenkman & Eichinger, 1993). Centenas ou até milhares de proteínas antigênicas 

distintas ou homólogas de TS (visto que compreendem mais de 800 famílias de genes) podem 

ser liberadas no citosol das células infectadas, para processamento proteolítico via MHC 

classe I, assim estes epítopos poderão competir pela apresentação na superfície da célula 

hospedeira ou atuar como antagonistas de células T específicas (Martin & Tarleton, 2004).  

Com a identificação de vários destes epítopos, permitiu-se estudar o efeito da 

imunodominância, um dos mecanismos mais eficazes de evasão do sistema imune pelo T. 

cruzi, através de infecções experimentais em camundongos com diferentes cepas de T. cruzi 

(Martin et al., 2006; Tzelepis et al., 2008). O uso da diversidade de resposta imunodominante 

entre diferentes cepas de T. cruzi apresenta-se como uma nova e desafiadora estratégia para o 

desenvolvimento de uma vacina contra a doença de Chagas (Rodrigues et al., 2009a). 
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1.4.4. Estratégias de vacinação experimental contra doença de Chagas 

 

Os primeiros estudos vacinais para Chagas empregaram o uso de T. cruzi 

atenuado ou morto (Menezes, 1968; Basombrio, 1990), no entanto, estas imunizações apenas 

promoveram um retardo na manifestação da doença. Com os primeiros estudos moleculares 

de antígenos de T. cruzi, reconhecidos pelo soro imune de pessoas ou animais infectados, 

estudos de imunização foram conduzidos utilizando-se de proteínas recombinantes baseadas 

no isolamento destes antígenos específicos, que incluíam membros da superfamília das trans-

sialidases (TS). Estes antígenos expressos tanto em tripomastigotas infectivos quanto em 

amastigotas, foram relacionados com a invasão de células do hospedeiro (Schenkman & 

Eichinger, 1993), escape do fagossomo (Hall et al., 1992) e  resistência ao complemento 

(Tomlinson et al., 1994). A utilização de proteínas recombinantes, no entanto, requer diversas 

formulações de adjuvantes para induzir uma imunidade protetora de longa duração (Hoft & 

Eickhoff, 2005; Araújo et al., 2005; Hoft et al., 2007). Enquanto que alguns ensaios 

experimentais utilizando vacinas de DNA plasmidial expressando genes de T. cruzi 

mostraram-se indutores de uma resposta protetora em modelos murinos distintos (Fujimura et 

al., 2001; Fralish & Tarleton, 2003; Boscardin et al., 2003; Vasconcelos et al., 2004), outros 

falharam em induzir proteção em modelos murinos altamente suscetíveis a uma infecção por 

T. cruzi (Costa et al., 1998; Vasconcelos et al., 2003). 

A linhagem do tipo A/J é extremamente sensível à infecção por diferentes cepas 

de T. cruzi e o desafio com pequenas doses do parasito provoca uma letalidade de 100% 

(Vasconcelos et al., 2003). Dessa forma, esta linhagem torna-se um modelo experimental 

interessante para o estudo de candidatos vacinais e dos mecanismos imunológicos envolvidos 

na imunidade protetora à infecção por T. cruzi. 

Proteínas da família TS constituem os maiores alvos de células T CD8+ 

específicas para T. cruzi (Tarleton, 2007). No citoplasma, as formas amastigotas de T. cruzi 

liberam grandes quantidades de peptídeos que irão ser apresentados via MHC classe I para 

reconhecimento pelas T CD8+ (Garg et al., 1997). Esta liberação ocorre devido a clivagens da 

âncora de GPI, comumente usada na retenção de proteínas de superfície em 

tripanosomatídeos. 

A proteína de superfície de amastigota 2 (ASP-2), purificada e parcialmente 

seqüenciada por Pan e McMahon-Pratt (1989) foi determinada como uma trans-sialidase 

inativa (Wrightsman et al., 1994; Low & Tarleton, 1997). Esta proteína de 83 kDa foi 

reconhecida em soro humano de paciente chagásico, sugerindo seu potencial uso no 
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diagnóstico de infecção por T. cruzi. Nesta proteína, ocorre um motivo de ácido aspártico 

(ASP box), presente nas sialidases bacterianas e um motivo altamente conservado, 

característico do módulo do tipo três de fibronectina, tendo sido esta proteína classificada 

como pertencente à subfamília II da superfamília de sialidases/trans-sialidases de T. cruzi 

(Cross e Takle, 1993). Recentemente, foi identificado em ASP-2 um domínio de ligação, 

denominado de FLY (VTVXNVFLYNR), que tem a capacidade de se ligar à proteína de 

citoqueratina 18 (CK18) do hospedeiro, expressa no citoplasma da célula epitelial (Claser et 

al., 2008). Essa interação seria responsável por iniciar uma cascata de sinalização no parasita, 

recrutando as proteínas sinalizadoras necessárias para a multiplicação de amastigotas de cepas 

Y e Brener de T. cruzi. 

ASP-2 contém múltiplos epítopos restritos a MHC I, reconhecidos por células T 

CD8+ tanto de camundongos quanto do homem (Low et al., 1998; Wizel et al., 1998). A 

importância da resposta imune dirigida à ASP-2 é evidenciada através de estudos de 

vacinação que mostraram que a imunização com genes ou domínios protéicos de ASP-2 é 

capaz de induzir uma resposta imune de T CD4+ Th1 e T CD8+ Tc1, que se reflete na redução 

da fase aguda da parasitemia, da mortalidade de camundongos desafiados com cepas de T. 

cruzi (Boscardin et al., 2003; Vasconcelos et al., 2004) e em induzir os maiores níveis de 

citotoxicidade in vivo mediado por T CD8+. Além disso, a imunização com ASP-2 foi capaz 

de reduzir a inflamação tecidual em fase crônica da infecção (camundongos infectados por 

mais de 100 dias) (Araújo et al., 2005). 

A imunização com plasmídio contendo genes da ASP-2 promoveu a 

sobrevivência de 65% de camundongos A/Sn desafiados por T. cruzi (Vasconcelos et al., 

2004) enquanto que a vacinação com plasmídeo contendo genes codificadores de antígenos 

específicos de tripomastigotas (genes ts) não induziu esta mesma magnitude de proteção. No 

entanto, foi visto que a imunização simultânea de plasmídeos contendo genes ts e de ASP-2 

pôde gerar um aumento na proteção destes camundongos (86% de sobrevida) (Vasconcelos et 

al., 2004). Uma estratégia vacinal utilizando uma imunização simultânea destes mesmos 

antígenos de T. cruzi, no caso, expressos em adenovírus recombinantes, também foi 

responsável por aumentar a imunidade protetora de camundongos BALB/c em até 100% 

(Machado et al., 2006). 

Outros grupos de antígenos foram utilizados em ensaios de vacinação de 

camundongos, como a proteína do flagelo ligadora de cálcio (Tc24), proteína 2 do paraflagelo 

(PAR-2), LYT-1, cruzipaína, proteína do ribossoma tipo L7a, KMP11, dentre outras. A 
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Tabela 1.2 mostra um resumo dos antígenos e o sistema de entrega correspondente empregado 

nos diferentes ensaios de vacinação experimental para T. cruzi. 

A maioria dos estudos conduzidos associou proteção com a geração de uma 

resposta imune mediada tanto por células T CD4+ quanto por T CD8+, em que a depleção de 

uma população de células ou de outra resulta na completa susceptibilidade do animal 

(Tarleton et al., 1996; Hoft et al., 2007; Tzelepis et al., 2007; de Alencar et al., 2009). 

Em um estudo de vacinação, utilizando-se de diversas frações protéicas 

recombinantes de ASP-2, associadas a adjuvantes, verificou-se que a imunização de 

camundongos A/Sn com uma fração correspondente aos aminoácidos 261 a 380 de ASP-2 foi 

capaz de induzir uma proteção maior (100%) do que a imunização com a proteína inteira 

(65%) e que a depleção de T CD8+ reverteu completamente a imunidade protetora gerada 

(Araújo et al., 2005). O epítopo TEWETGQI foi mapeado como indutor de células T CD8+ 

produtoras de IFN-γ neste sistema. Miyahira e equipe (2005) foram capazes de gerar uma 

resposta imune protetora utilizando um único epítopo de T. cruzi reconhecido por T CD8+ em 

uma estratégia de dose-reforço com vaccínia e adenovírus recombinantes. No entanto, 

posteriormente, verificou-se que além de epítopos T CD8+ em ASP-2, epítopos T CD4+ 

desempenham um papel significativo na indução da proteção (de Alencar et al., 2007). 

Epítopos T CD4+ em ASP-2 estão ainda por ser mais bem caracterizados. 

Outros epítopos reconhecidos por T CD8+ foram identificados em alguns outros 

antígenos de T. cruzi, como já descrito para as trans-sialidases ativas, ASP-1 e ASP-2 (Martin 

et al., 2006; Low et al., 1998). 

 

Tabela 1.2 – Resumo dos sistemas de apresentação dos antígenos utilizados em ensaios de vacinação 

experimentais contra Trypanosoma cruzi 

Vetor / Sistema de 

apresentação 

Antígeno / gene 

+ adjuvante 

Linhagem 

camundongo 

Cepa T. cruzi 

sobrevida (%) 
Referência 

Proteína nativa 

paraflagellar rod 

protein-2 + 

alum / IL-12 

C57BL/6J Peru Wrightsman & 
Manning (2000) 

Proteína nativa 
Cruzipaína +  

CpG ODN 
C3H RA (100%) Frank et al. 

(2003) 

Proteína recombinante 

Antígenos repetitivos 

citoplasmáticos e 

flagelares 

BALB/c 

C57BL/6 
Y (50 – 60%) Pereira et al. 

(2005) 
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Proteína recombinante 
Cruzipaína +  

anti-IL-4 / IL-12 
BALB/c Tulahuén (80%) 

Schnapp et al. 

(2002) 

Proteína recombinante TS + CpG ODN BALB/c Tulahuén (100%) 
Hoft et al. 

(2007) 

 

 

Proteína recombinante 

 

 

ASP-2 + 

CpG ODN/alum 

 

 

A/Sn 

 

 

Y (66 – 100%) 

 

Araújo et al. 

(2005) 

De Alencar et 

al. (2007) 

Proteína recombinante 

+ DNA plasmidial 
TS + alum A/Sn Y (0%) 

Vasconcelos et 

al (2003) 

DNA plasmidial TS BALB/c 

Y (85 – 100%) 
Fujimura et al. 

(2001) 

Tulahuén (100%) 
Hoft et al. 

(2007) 

DNA plasmidial 

TSA-1 

ASP-1 

ASP-2 

C57BL/6 

Brazil (30%) 

Brazil (40%) 

Brazil (66%) 

Garg & Tarleton 

(2002) 

ASP-2 

BALB/c Y (100%) 
Boscardin et al. 

(2003) 

A/Sn Y (65%) 
Vasconcelos et 

al. (2004) 

ASP-3 

ASP-4 
A/Sn 

Y (50%) 

Y (66%) 

Silveira et al. 

(2008) 

DNA plasmidial 
Proteína de 

kinetoplastídeo (KMP11) 

BALB/c 

C57BL/6 
Y (50%) 

Planelles et al. 

(2001) 

DNA plasmidial Tc24 + TSA-1 BALB/c H1 (ND*) 
Limon-Flores et 

al. (2010) 

Adenovírus 

recombinante 

TS 

ASP-2 
BALB/c 

Y (50%) 

Y (80%) 

Machado et al. 

(2006) 

DNA + Adenovírus 

recombinante 
ASP-2 A/Sn Y (80%) 

De Alencar et 

al. (2009) 

Adenovírus 

recombinante +  

MVA recombinante 

Epítopo T CD8+, 

ANYNFTLV (TSSA) + 

RANKL 

C57BL/6 Tulahuén (100%) 
Miyahira et al. 

(2005) 

Salmonella 

recombinante 
Cruzipaína C3H/HeN RA (100%) 

Cazorla et al. 

(2008) 

Vírus Sendai ASP-2 C57BL/6 Tulahuén (90%) Duan et al. 
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(2009) 

MVA + vírus da 

influenza + adenovírus 

recombinantes 

Epítopo T CD8+, 

ANYNFTLV (TSSA) 
B6 Tulahuén (100%) 

Takayama et al. 

(2010) 

* ND, não determinado                                                               Modificado e adaptado de Rodrigues et al., 2009b. 

 

Conforme descrito, uma vacina ainda é inexistente para a Doença de Chagas e 

faz-se necessária a fim de complementar outras estratégias, como o tratamento com drogas ou 

controle do vetor. No entanto, apesar de se ter caracterizado uma variedade de antígenos 

promissores de T. cruzi, eficientes em induzir resposta protetora em modelos murinos bem 

estabelecidos, ainda há uma complexidade envolvida neste assunto que se relaciona 

principalmente com a natureza complexa do parasito e sua interação com o sistema imune 

humano. As estratégias para uma vacina efetiva para Chagas devem considerar a variabilidade 

imunológica induzida pelas diferentes cepas do parasito (e a relevante heterogeneidade dos 

imunógenos, o que inclui a ASP-2 – existiria um antígeno protetor universal?), as diferenças 

regionais no ciclo de transmissão da Doença de Chagas, a variabilidade individual quanto ao 

curso da infecção (o diagnóstico pode ser negativo por muitos anos após infecção, as formas 

clínicas são variadas), a capacidade de eliminar totalmente ou não o parasito (imunidade 

estéril) e a definição da população-alvo atual para vacinação. Além disso, ensaios de 

vacinação em primatas não-humanos ainda deverão ser conduzidos com a finalidade de trazer 

informações a respeito da real possibilidade de se obter as primeiras vacinas contra a infecção 

por T. cruzi.  

Desse modo, este trabalho não tem como objetivo principal buscar uma vacina 

ideal contra T. cruzi, visto ser este objetivo mais abrangente do que o aqui proposto, mas sim 

tem como proposta inicial o desenvolvimento e utilização do modelo vacinal de T. cruzi para 

avaliação do vírus da FA como vetor de expressão para antígenos de patógenos humanos, 

visto que o estudo da capacidade de entrega de distintos antígenos heterólogos pelos vírus da 

FA recombinantes tem sido cada vez mais explorado. Considerando que uma vacina contra T. 

cruzi deva ser capaz de induzir uma resposta imune preferencialmente mediada por células T 

CD4+ Th1 e T CD8+ Tc1, avaliamos que o vírus vacinal de FA 17D seja apropriado para gerar 

a imunidade desejada contra T. cruzi, já que este vírus é capaz de gerar uma resposta imune 

celular de múltiplas funções, induzindo uma produção robusta e persistente de T CD4+ e 

TCD8+ em humanos vacinados. Dessa forma, esperamos que em caráter complementar, os 

resultados desta tese possam encorajar o futuro desenvolvimento de novas vacinas humanas. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Gerais 

 

1. Avaliar o potencial de uso do vírus 17D como vetor de expressão ao incluir 

genes de Trypanosoma cruzi em diferentes regiões genômicas no vírus vacinal analisando-se 

a estabilidade genética, a expressão do antígeno heterólogo e a indução de resposta imune 

protetora  

2. Contribuir para o estabelecimento do vírus 17D como ferramenta de estudo de 

resposta imune e desenvolvimento de vacinas  

 

2.2. Específicos 

 

2.2.1. Obtenção dos vírus recombinantes 

 

Expressar no vírus da febre amarela YF 17D o epítopo TEWETGQI por inserção 

na proteína E do envelope viral ou na região intergênica NS2B/NS3 e o fragmento de 120 

aminoácidos de ASP-2261-380 na região intergênica E/NS1. 

 

2.2.2. Caracterização biológica e genética dos vírus YF 17D recombinantes 

 
1. Avaliar o potencial proliferativo dos vírus recombinantes, assim como a 

estabilidade do gene heterólogo introduzido no genoma viral  

2. Determinar o grau de atenuação viral comparativamente ao vírus vacinal YF 

17DD por meio de testes de neurovirulência em camundongos 

3. Caracterizar/estudar a expressão dos antígenos de T. cruzi  

 
2.2.3. Estudo da resposta imune induzida pelos vírus YF 17D recombinantes 

 

1. Estabelecer a capacidade dos vírus recombinantes de induzirem anticorpos 

neutralizantes específicos ao Vírus da Febre Amarela e o grau de proteção frente ao desafio 

intra-cerebral pelo vírus vacinal  

2. Detectar a presença de anticorpos reativos a formas amastigotas de T. cruzi em 

soros de animais imunizados com os vírus recombinantes  
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3. Caracterizar a indução e resposta imune celular em camundongos imunizados 

com os vírus recombinantes por meio da análise de células de baço produtoras de interferon-

gama específicas ao peptídeo TEWETGQI ou ao vírus YF 17DD 

4. Estabelecer o grau de proteção fornecido pela imunização dos camundongos 

com os vírus recombinantes por desafio dos animais com T. cruzi (cepa Y) 

5. Caracterizar a ativação de células T CD4+ e T CD8+ responsivas ao epítopo de 

T. cruzi e ao Vírus da Febre Amarela vacinal após a imunização de camundongos com os 

vírus recombinantes 

 

  



37 

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Os experimentos de clonagem em genoma do vírus da febre amarela, obtenção dos 

moldes de cDNA dos vírus recombinantes e ensaios imunológicos como: ELISPOT e 

linfoproliferação celular foram realizados no Laboratório de Biologia Molecular de Flavivírus 

(LABMOF) na unidade IOC da Fiocruz. Parte dos ensaios de caracterização viral em cultura 

de células Vero foi realizada no LABMOF e em parceria com o LATEV (Laboratório de 

Tecnologia Virológica) do Departamento de Desenvolvimento Tecnológico/Bio-

Manguinhos/FIOCRUZ. Pela ocasião do início dos experimentos desta tese, apenas o LATEV 

enquadrava-se no nível 2 de Biossegurança, porém o LABMOF obteve a concessão de licença 

para nível 2, emitida pela Comissão Técnica Nacional de Biossegurança (CTNBio – CQB 

0105/99), o que permitiu o trabalho com os vírus recombinantes criados. 

Os experimentos com camundongos foram realizados parte no Laboratório de 

Experimentação Animal (LAEAN) do Departamento de Desenvolvimento Tecnológico/Bio-

Manguinhos/FIOCRUZ e parte no Laboratório de Experimentação Animal do IOC/ Fiocruz. 

A Figura 3.1 mostra resumidamente o esquema de trabalho adotado nesta tese para as 

diferentes estratégias de construção dos vírus recombinantes 17D.  
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Figura 3.1. Esquematização das etapas adotadas neste trabalho para construção e obtenção dos vírus 

recombinantes de FA 17D.   
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3.1. Bactérias 

 

Foram utilizadas duas cepas de bactérias E. coli quimiocompetentes para as etapas de 

clonagens: MC1061 (Promega) e SURE (Stratagene). A preparação das bactérias 

quimiocompetentes baseou-se no protocolo de preparação de células competentes por cloreto 

de cálcio descrito por Sambrook e equipe (1989), com modificações. 

 

3.2. Cultura de células 

 

Foram utilizadas células Vero que derivam de células epiteliais de rim de macaco 

verde africano (Cercopithecus aethiops), obtidas da Coleção Americana de Culturas e 

Depósitos (ATCC, 1994). Esta linhagem celular é aceita como adequada para a produção e 

padronização de vacinas.  

O estoque, propagação e manutenção das células eram de responsabilidade dos 

técnicos do LATEV ou do LABMOF de acordo com os Protocolos Operacionais Padrões 

(POP) estabelecidos por cada laboratório. As passagens eram realizadas semanalmente e a 

manutenção das células feita em garrafas descartáveis de 175 cm2 em meio de cultura Earle 

199 completo contendo 2,5% de NaHCO3 (sistema fechado) e mantidas em estufa de 37º C 

com atmosfera de CO2 5%.  

Antes de cada experimento, as células, obtidas a partir de uma parte das garrafas 

passadas semanalmente, eram semeadas em garrafas ou placas apropriadas com 24 horas de 

antecedência. As monocamadas de células passavam por um processo de tripsinização por 

meio de dupla lavagem com solução de tripsina/EDTA ou verseno/tripsina a 1% seguida da 

incubação a 37º C por 3 a 5 minutos. Após esse período, as células eram ressuspensas em 5 

mL de meio Earle 199 completo para neutralização da reação e uma pequena alíquota era 

diluída a 1:20 e contada com o auxílio de uma câmara de Neubauer em microscópio de luz 

invertido. As células eram plaqueadas e cultivadas em densidades diferentes, de acordo com a 

necessidade do experimento, em placas e garrafas de sistema aberto (com tampas com filtro) 

contendo meio Earle 199 completo com 5% de NaHCO3 e incubadas a 37º C em estufa com 

atmosfera de CO2 5%  até o seu uso. 
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3.3. Animais 

 
Os camundongos utilizados neste trabalho foram fornecidos pelo Centro de Criação de 

Animais de Laboratório (CECAL), Fiocruz (Rio de Janeiro) ou comprados pelo Biotério 

Central da Unicamp (CEMIB), São Paulo. Para os ensaios de neurovirulência, foram 

utilizados camundongos Suíços, fêmeas, de 3 semanas de idade enquanto que para os ensaios 

de imunogenicidade, desafio, ELISPOT e linfoproliferação, foram utilizados camundongos 

A/J, fêmeas, de 4 a 6 semanas de idade.  Todos os experimentos estão regulamentados e 

autorizados pelo Comitê de Ética e Uso de Animais (CEUA) no documento de no L-0032/08. 

 

3.4. Obtenção de formas tripomastigotas sangüíneas de Trypanosoma cruzi 

 

Formas tripomastigotas sangüíneas de Trypanosoma cruzi, cepa Y, foram obtidas de 

camundongos Suíço Webster infectados no pico da parasitemia. Vinte camundongos machos 

pesando entre 18 a 20 g foram inoculados via intraperitoneal com 3 x 105 formas 

tripomastigotas e no 7º dia após infecção (dpi) foi realizado o isolamento e a purificação da 

massa parasitária. Os camundongos foram submetidos à eutanásia em câmara mortuária com 

CO2 e o sangue obtido por punção cardíaca, utilizando-se 0,2 mL de citrato de sódio a 3,8% 

como anticoagulante. O sangue foi, então, centrifugado por 10 minutos a 1000 rpm com a 

finalidade de separar as células sangüíneas e obter o plasma sangüíneo enriquecido em formas 

tripomastigotas de T. cruzi. Em seguida, o plasma sangüíneo foi transferido para tubos 

cônicos (15 mL) e centrifugados por 15 min a 3500 rpm para sedimentação dos parasitas. O 

sedimento contendo parasitas e plaquetas foi ressuspenso em meio DMEM suplementado com 

20% de SFB e mantido por 20 min em banho-maria a 37 ºC. Este procedimento permite a 

formação de um grumo de plaquetas que pode ser facilmente removido, evitando a presença 

de plaquetas na massa parasitária. Após eliminação do grumo de plaquetas, os parasitas foram 

centrifugados por 15 min a 3.500 rpm e ressuspensos em 2 mL de DMEM. O número de 

parasitas/mL foi determinado pela quantificação em câmara de Neubauer (no de parasitas x 

diluição x 104/mL) por microscopia de contraste de fase. 
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3.5. Vírus 

 

3.5.1. YF 17DD 

 

Este vírus foi utilizado como controle em todos os experimentos e consiste no 

próprio vírus vacinal obtido de Bio-Manguinhos (FIOCRUZ) na forma liofilizada. Este foi 

reconstituído em 2 mL de água bidestilada estéril, seguido de homogeinização em agitador 

por 30 s, incubado em gelo por 10 min e adicionado de 3 mL de meio completo Earle 199. 

Em seguida, toda a suspensão foi utilizada para propagar o vírus em 

monocamada de células Vero com 80.000 células/cm2 até visualização de efeito citopático 

(CPE) intenso (4º dia pós-infecção). O sobrenadante de cultura foi misturado ao estabilizador 

(sorbitol 8%) e armazenado a -70º C em alíquotas de 1 mL. 

 

3.5.2. YF 17D/E200T3 

 

Este é o vírus parental usado como controle nos experimentos de cinética viral e 

cujo arcabouço genético foi utilizado para clonar o inserto de interesse e originar os vírus 

recombinantes descritos neste trabalho. Ele é formado a partir do sistema de clones 

infecciosos com os plasmídeos pYFE200 (Figura 3.2) e pT3 (Figura 3.3), derivados dos 

plasmídeos pYF5`3`IV e pYFM5.2, respectivamente, cujo cDNA viral foi obtido de um clone 

da sub-cepa YF 17D 204 (Rice et al., 1989). Assim, a partir de pYF5`3`IV e pYFM5.2, foi 

possível obter um molde de cDNA viral no qual se pode utilizar para geração de um molde de 

cDNA viral e obtenção de RNA viral sintetizado in vitro, permitindo, assim, após sua 

transfecção celular, a recuperação de partícula virais infectivas (Rice et al., 1989). Tanto 

pYFE200 quanto pT3 foram criados a partir de mutações feitas no cDNA original de YF 17D-

204 (Jabor, 2001), para a criação de sítios de enzima de restrição e introdução de algumas 

mutações específicas à sub-cepa 17DD, previamente reportadas por  Dos Santos e equipe 

(1995).  

Os dois plasmídeos (pYFE200 e pT3) contêm juntos o genoma do Vírus da Febre 

Amarela, sendo que o pYFE200 (de 6.905 pb) contém a seqüência 5’ (posição genômica de 

FA de 1 a 2.271 nt, correspondente às regiões 5` UTR, genes C, prM/M e parte do gene de E) 

e a seqüência 3’ (posição genômica de FA de 8.276 a 10.862 nt, correspondente às regiões dos 

genes NS5 e 3’ UTR), enquanto que pT3 (de 9.939 pb) contém a região central do genoma de 
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FA (posição genômica de 1.373 a 9.428 nt, corrrespondente às regiões de parte do gene E, 

NS1, NS2A/B, NS3, NS4A/B e parte de NS5).  

O plasmídeo pYFE200 contém ainda mutações no nucleotídeo 1.568, que 

permitiram a criação de um sítio de EcoRV na posição do aminoácido 200 da proteína E, 

conforme descrito por Bonaldo e equipe (2002). O vírus YF 17D/E200T3 assemelha-se ao YF 

17DD nas propriedades de crescimento em células Vero mas apresenta tamanho de placa de 

lise pequeno em comparação ao YF 17DD. 

 
3.6. Purificação e extração de ácidos nucléicos 

 

3.6.1. Extração de DNA plasmidial 

 

Todas as preparações plasmidiais foram feitas com sistemas QIAprep da 

QIAGEN que realizam preparações em pequena (Miniprep), média (Midiprep) ou grande 

(Maxiprep) escala. Para extrair ácidos nucléicos em pequena escala com o sistema QIAprep 

Miniprep da QIAGEN, 3 mL da cultura de bactérias foram centrifugados por 1 min a 12.000x 

g, o sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 250 µL do tampão P1. Em 

seguida, 250 µL do tampão P2 foram adicionados para que houvesse lise celular e 350 µL da 

solução N3 foram adicionados para neutralizar a reação. A mistura foi centrifugada por 10 

min a 14.000x g e, em seguida, o sobrenadante foi aplicado na coluna de sílica. Após 

centrifugação, a coluna foi lavada com 500 µL do tampão PB e 750 µL do tampão PE. O 

DNA foi eluído em 50 µL de tampão EB. A cada etapa onde se utiliza a coluna, a passagem 

do líquido foi facilitada por centrifugação a 12.000x g por 1 min. 

O princípio das extrações com os sistemas de Midiprep e Maxiprep da QIAGEN 

é o mesmo do descrito anteriormente. A diferença é a quantidade de cultura de bactérias 

utilizada no início e a quantidade de DNA que se consegue ao final da purificação. De forma 

resumida, de 50 mL (midi) a 150 mL (maxi) (plasmídeos com alto número de cópias) ou de 

150 mL (midi) a 250 mL (maxi) (plasmídeos com baixo número de cópias) de cultura de 

bactérias foram centrifugadas a 6.000x g por 15 min a 4º C e o sedimento foi ressuspenso em 

6 mL (midi) ou 10 mL (maxi) do tampão P1. Depois, foi adicionada a mesma quantidade do 

tampão P2 e a mistura foi deixada à temperatura ambiente por 5 min para que houvesse a lise 

das células. Após a lise, foi adicionada a mesma quantidade do tampão P3 gelado que 

neutraliza a reação. Todo o lisado foi colocado em um cartucho com tampa e incubado à 

temperatura ambiente por 10 min. A coluna do sistema foi previamente equilibrada por meio 
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da aplicação de 4 mL (midi) ou 10 mL (maxi) do tampão QBT. O líquido foi retirado do 

cartucho e passado na coluna com o auxílio de um êmbolo. Após a passagem do lisado, a 

coluna foi lavada com 20 mL (midi) ou 60 ml (maxi) de tampão QC e o DNA eluído em 5 mL 

(midi) ou 15 mL (maxi) de tampão QF. Após a eluição, o DNA foi precipitado com 

isopropanol, lavado com etanol 70 % e eluído em 1 mL de tampão TE. 

 

3.6.2. Extração de DNA de gel de agarose 

 

A extração de DNA de gel de agarose foi utilizada para purificar e isolar 

fragmentos nucleotídicos de peso molecular desejado, de outros fragmentos de pesos 

moleculares diferentes que compunham uma amostra heterogênea. Para isso as amostras 

foram submetidas à eletroforese em gel de agarose 0,8% em tampão TAE e os fragmentos de 

DNA foram visualizados após coloração com brometo de etídeo (0.5 µg/mL) (BIORAD) por 

aproximadamente 3 minutos. A área de gel contendo o fragmento de DNA de interesse pôde 

ser recortada do restante da malha com o auxílio de um bisturi e o DNA foi extraído por meio 

do sistema QlAquick Gel Extraction (QIAGEN) segundo o manual fornecido pelo fabricante. 

Este sistema baseia-se na separação do DNA por afinidade em colunas de sílica. 

 

3.6.3. Purificação de fragmentos de PCR 

 

Amostras de PCR de produtos homogêneos gerados neste trabalho puderam ser 

purificadas utilizando o sistema QlAquick PCR Purification (QIAGEN) segundo o manual 

fornecido pelo fabricante. Este procedimento foi utilizado com a finalidade de eliminar 

reagentes utilizados em reações de PCR, de forma que estes não interferissem nas etapas 

posteriores, ao utilizar os fragmentos desejados. Este sistema baseia-se na separação do DNA 

por afinidade em colunas de sílica. 

 

3.6.4. Precipitação de DNA 

 

A precipitação de DNA foi utilizada neste trabalho para purificação e aumento de 

concentração de amostras de ácidos nucléicos por meio do método de acetato de 

amônio/etanol (Sambrook et al., 1989). Para isto, foram adicionados às amostras 0,5 volume 

de acetato de amônia (7,5 M), 3 volumes de etanol absoluto (Merck) e 20 µg de gliocogênio 

(Invitrogen), este último, utilizado de acordo com a conveniência. A mistura foi submetida à 
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centrifugação a 12.000 g por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. O precipitado de 

DNA foi lavado após adição de 3 volumes de etanol a 80%, centrifugado por 5 minutos, nas 

mesmas condições, e o sobrenadante novamente descartado. Para retirada do excesso de 

etanol, as amostras foram submetidas a duas centrifugações adicionais com retirada de 

sobrenadante após cada uma. O precipitado de DNA foi submetido à secagem por exposição 

ao ambiente e ressuspenso em 10 µL de tampão TE. 

 

3.6.5. Eletroforese de ácidos nucleicos 

 

A eletroforese de ácidos nucléicos foi realizada utilizando gel de agarose nas 

concentrações de 0,8% e 1% e TAE como solução tamponante do sistema. A corrida 

eletroforética foi realizada utilizando-se 90 - 120 V. Para visualização dos ácidos nucléicos, o 

gel foi exposto por aproximadamente 3 minutos a uma solução de brometo de etídio 0,5 

µg/mL (BIORAD), que é capaz de se intercalar às cadeias dos ácidos nucléicos e torna-se 

fluorescente sob incidência de luz ultravioleta (transiluminador luz UV a 365 nm — 

Pharmacia LKB Macro Vue). Os padrões de peso molecular utilizados foram Low Mass 

(Invitrogen), e Hind III (Invitrogen), tomando-os como referência foi também possível a 

quantificação de fragmentos de DNA por meio da comparação da intensidade de bandas da 

amostra com a dos padrões. As imagens dos géis obtidas com o transiluminador foram 

registradas utilizando-se câmera digital (Kodak DC 120 — programa Kodak 1D Image 

Analysis). 

 

3.6.6. Extração de RNA total de sobrenadante celular com TRIzol LS® 

 

O protocolo utilizado segue as orientações do fabricante, tendo sido 

originalmente descrito por Chomczynski e Sacchi (1987) e Chomczynski (1993). 

Resumidamente, 750 µL de TRIzol LS (Invitrogen) foram adicionados a 250 µL de suspensão 

viral. Esse reagente é uma mistura comercial de fenol, clorofórmio e isotiocianato de 

guanidina. Em seguida, esta mistura foi homogeneizada e incubada à temperatura ambiente 

por 5 min. Após este tempo, foram adicionados 200 µL de clorofórmio e a mistura foi 

homogeneizada vigorosamente por 15 segundos, seguida de incubação por 5 min à 

temperatura ambiente. Após esta incubação, as amostras foram centrifugadas a 12.000x g por 

15 min para separação da mistura em três fases. A fase inferior possui restos celulares e o 
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reagente TRIzol LS®; a fase intermediária possui proteínas; e a fase aquosa superior é a fase 

de interesse por possuir o RNA. 

A fase aquosa foi cuidadosamente removida e transferida para outro tubo de 1,5 

mL onde foram adicionados 1 µL de glicogênio (20 µg/µL; Invitrogen) e 500 µL de 

isopropanol absoluto. As amostras foram incubadas por 15 min, centrifugadas a 12.000x g por 

15 min e o sobrenadante descartado. Em seguida, foi adicionado 1 mL de etanol 70 % às 

amostras e estas foram novamente centrifugadas a 12.000x g por 5 min. O sobrenadante foi 

descartado, o RNA obtido foi ressuspenso em água livre de RNase e armazenado a  -70 °C ou 

utilizado imediatamente na reação de RT-PCR. Esta etapa foi sempre realizada em condições 

de esterilidade e com material tratado, livre de nucleases. 

 

3.7. Seqüenciamento nucleotídico 

 

O seqüenciamento de ácidos nucléicos foi feito pelo método da terminação da 

cadeia por dideoxiribonucleotídeo (ddNTP) descrito por Sanger et al., (1977). Em todas as 

reações foi utilizado o sistema Big Dye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Kit
®

 (Applied 

Biosystems), seguindo as recomendações do fabricante. De forma resumida, em um tubo de 

200 µl foi colocado 1 µl do oligonucleotídeo na concentração de 5 pmoles/µl  e o DNA na 

concentração desejada (entre 10-50 ng) por 5 min a 95 °C. Depois, a essa mistura 

acrescentou- se 2 µl do tampão 2,5 X, 2 µl do Big Dye Terminator
®

 e água para um volume 

final de 10 µl. Os tubos foram colocados no termociclador com um programa de 30 ciclos a 

96° C por 10 s, 45° C por 5 s e 60° C por 4 min. As amostras foram precipitadas com 

isopropanol, lavadas com etanol 60% e ressuspensas em formamida. Os produtos da 

amplificação foram seqüenciados em um aparelho ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems) 

pela Plataforma Multi-usuário de sequenciamento – PDTIS/FIOCRUZ. As sequências foram 

analisadas por meio do programa Chromas v. 3.0 (Technelysium Pty Ltd) e do SeqManII do 

conjunto Lasergene, v.5.07 (DNAStar, Inc.). 

Os oligonucleotídeos utilizados nas reações de sequenciamento estão descritos na 

Tabela 3.1. 
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Tabela 3.1 – Oligonucleotídeos utilizados nas reações de seqüenciamento 

Oligonucleotídeos 

(sentido) 

Seqüência 

(5` - 3`) 

Posição nucleotídica 

(gene) 

RG 36 (+) CCTACTGGTCTTGGCTGTTGG 940 – 960 (prM) 

RG 65 (-) TGTAAAGGTTGTTGTC 1781 – 1799 (E) 

RG 48 (+) GTATCCCAGTGAATGAGGC 4181 - 4200 (NS2B) 

RG 184 (-) GCGATCAACTGGACCT 4884 – 4900 (NS3) 

RG 444 (+) ACGTCTCACTTACCAGTGGCACAA 2122 - 2146 (E) 

RG 418 (+) TCACTTACTCGACGGACAAAGGCA 2582 - 2606 (ASP-2261-380) 

RG 419 (-) AGGTATTGCCTTTGTCCGTCGAGT 2573 – 2597 (ASP-2261-380) 

RG 440 (-) AACCATACTGCAGACCATCCCGAA 2772 - 2795 (NS1) 

 

3.8. Construção dos vírus recombinantes YF 17D/E200/Tc e YF 17D/NS2B3/ 

 

3.8.1. Estratégia de clonagem 

 

Para a clonagem de seqüência codificadora do epítopo (TEWETGQI – posição 

320-327 aminoácidos de ASP-2) de T. cruzi no genoma de YF 17D foram utilizadas duas 

abordagens previamente descritas: a de inserção na alça fg (Domínio II) da proteína de 

Envelope (E) (Bonaldo et al., 2002) e a de inserção na região intergênica entre as proteínas 

não-estruturais NS2B e NS3 (McAllister et al., 2000) com algumas modificações.  

Para a clonagem na alça fg da proteína de Envelope, utilizamos como alvo de 

inserção o plasmídeo pYFE200 contendo sítio para EcoRV (Bonaldo et al., 2002) (Figura 

3.2), enquanto que para a clonagem entre NS2B e NS3, foi utilizado o plasmídeo pT3 

contendo a porção central do genoma de FA, o qual foi mutagenizado para se criar um sítio de 

restrição para Sma I na região intergênica que codifica para NS2B e NS3 (Archer e Galler, 

não publicado) através de mutagênese sítio-dirigida (QuikChange II Site-Directed 

Mutagenesis Kit, Agilent Technologies), em presença de oligonucleotídeos contendo as 

alterações desejadas. Essa mutação inseriu um códon CCC na posição genômica 4574 de FA e 

deu origem ao plasmídeo pT3/SmaI (Figura 3.3).  
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Figura 3.2 - Mapa do plasmídeo pYFE200. Plasmídeo de 6905 pb. Em azul sólido, extremidade 5’ (1 

a 2.271 nt) e em azul rachurado, extremidade 3’ (8.276 a 10.862 nt) do cDNA de YF. Estas regiões 

são fusionadas através de um sítio de EcoRI. Sítio EcoRV (posição nt 1.568) que permitiu a inserção 

de epítopo heterólogo.  Em vermelho rachurado, a origem de replicação do plasmídeo (ori) e região 

codificante para resistência a Ampicilina (AmpR). Em vermelho sólido, seqüência do promotor SP6 

polimerase. Marcação de região de restrição para EcoRV (posição 1.568 nt). Imagem gerada em Gene 

Construction Kit v. 2.5. 

 

 

Figura 3.3 – Mapa do plasmídeo pT3/SmaI . Plasmídeo de 9942 pb. A região em azul corresponde à 

região central do genoma de FA (1373 a 9428 nt), na qual estão sinalizados os sítios de restrição da 

enzima AatII (posições 9.897 e 7.085 nt) e sítio para SmaI (4574 nt). Em cinza rachurado, são 



48 

 

mostrados a origem de replicação do plasmídeo (ori) e o gene de resistência a Ampicilina (AmpR). 

Imagem gerada em Gene Construction Kit v. 2.5. 

Para obtenção dos vírus recombinantes, os plasmídeos pYFE200 e pT3/SmaI 

foram submetidos à digestão por EcoRV e SmaI, respectivamente, para linearizar a molécula e 

permitir a inserção do epítopo TEWETGQI. Foi criado um par de oligonucleotídeos sintéticos 

complementares e desfoforilados com o uso de códons otimizados para o vírus da FA (Tabela 

3.2). Estes foram anelados e ligados no sítio de restrição de EcoRV de pYFE200 (para gerar o 

vírus YF17D/E200/Tc) ou no sítio SmaI de pT3/SmaI (para gerar o vírus YF17D/NS2B3/Tc). 

Estes procedimentos foram realizados da seguinte maneira: uma solução de 1 nmol de cada 

oligonucleotídeo foi incubada a 90º C por 2 min, a 25º C por 5 min, e em seguida, foi mantida 

em gelo. A clonagem foi executada com incubação de cerca de 100 ng de DNA plasmidial, 2 

nmol de oligonucleotídeos pareados em presença de enzima T4 DNA Ligase e seu tampão 

correspondente (Epicentre) por 18 horas a 10º C durante a noite. Os plasmídeos 

recombinantes foram denominados de pYFE200/Tc  ou pT3NS2B3/Tc. Após incubação e 

inativação, bactérias competentes E. coli MC1061 foram transformadas com 10 ng da ligação 

e os plasmídeos recombinantes purificados foram pré-triados pela digestão com EcoRV e NotI 

(pYFE200/Tc) ou SmaI e AatII (pT3NS2B3/Tc), seguido do seqüenciamento nucleotídico 

para que se confirmasse a correta orientação do inserto. 

 
Tabela 3.2 - Iniciadores utilizados para clonagem de epítopo TEWETGQI 

Oligonucleotídeos Sentido 
 

Seqüência (5`- 3`)* 
 

RG 347 + 
ACA GAA TGG GAG ACA GGA CAG ATC 

 

RG 348 - 
GAT CTG TCC TGT CTC CCA TTC TGT 

 

* A sequência nucleotídica possui trocas (em sublinhado) em relação à original devido à otimização 

dos códons 

 

3.8.2. Obtenção dos moldes de cDNA 

 

Para montagem dos cDNAs virais, utilizamos o sistema de dois plasmídeos 

descrito por Rice e equipe (1989). A clivagem destes plasmídeos de FA com as enzimas NsiI 

e SalI, a ligação conjunta dos fragmentos gerados por uma DNA ligase seguida da 
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linearização desta preparação com a enzima XhoI, para formação do extremo 3’ no molde 

viral, leva à obtenção de um molde de cDNA contendo todo o genoma viral.  

Para tal, os clones recombinantes de pYFE200/Tc ou pT3NS2B3/Tc, 

confirmados por seqüenciamento foram primeiramente purificados em larga escala com o 

sistema QIAprep Maxiprep® (QIAGEN), conforme descrito na seção 3.6.1. As preparações 

foram analisadas e quantificadas em gel de agarose 0,8% / TAE corado com BrEt, como 

descrito anteriormente. 

Em seguida, tanto os plasmídeos recombinantes (pYFE200/Tc ou pT3NS2B3/Tc) 

quanto os parentais (pYFE200 ou pT3) foram digeridos com as endonucleases NsiI / SalI 

(Promega), em reações utilizando 30U de cada enzima para cada 1,5 µg de DNA plasmidial 

nas condições fornecidas pelo fabricante em volume final de 200 µL, em incubação a 37º C 

por 2 horas. Estas amostras foram purificadas por QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN), 

segundo orientações do fabricante. Posteriormente, dois conjuntos destes plasmídeos foram 

submetidos à reações de ligação utilizando em um volume final de 30 µL, 300 ng dos 

plasmídeos pT3 ou pT3NS2B3/Tc, 200 ng do plasmídeo pYFE200 ou pYFE200/Tc em 

presença de 1U da enzima T4 DNA Ligase (Invitrogen), em uma incubação a 4º C durante a 

noite. Os dois conjuntos de moldes de cDNA gerados consistiram da ligação dos seguintes 

plasmídeos: 1) pYFE200/Tc (recombinante) e pT3; e 2) pYFE200 e pT3NS2B3/Tc 

(recombinante). 

Após o período de incubação, foi realizada a inativação da ligase por 20 min a 

65º C e as amostras foram linearizadas em uma reação de digestão com a enzima XhoI 

(Promega) a 37º C por 3hs. As amostras digeridas foram precipitadas com acetato de amônia 

7,5 M, lavadas com etanol 80%, eluídas em TE e analisadas por eletroforese em gel de 

agarose 0,8% / TAE corado com BrEt. 

A Figura 3.4 esquematiza a obtenção dos moldes de cDNA correspondentes a 

pYFE200T3/Tc (para gerar o vírus YF17D/E200/Tc) e pT3NS2B3E200/Tc (para gerar o vírus 

YF17D/NS2B3/Tc), de acordo com a tecnologia do clone infeccioso de FA. A montagem do 

molde pYFE200 / pT3 sem inserto, também foi realizada para a produção do vírus parental 

não recombinante, utilizado como referência em alguns ensaios deste trabalho. 



 

Figura 3.4 – Obtenção dos moldes de cDNA e produção dos vírus recombinantes através do sistema 

de dois plasmídeos (tecnologia do clone infeccioso de FA). A) Obtenção do 

pela ligação de pYFE200/Tc (recombinante) e pT3; e 

ligação de pYFE200 e pT3NS2B3/Tc (recombinante)
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Obtenção dos moldes de cDNA e produção dos vírus recombinantes através do sistema 

de dois plasmídeos (tecnologia do clone infeccioso de FA). A) Obtenção do 

pela ligação de pYFE200/Tc (recombinante) e pT3; e B) Obtenção do vírus YF17D/NS2B3/Tc pela 

pT3NS2B3/Tc (recombinante). 

 

 

Obtenção dos moldes de cDNA e produção dos vírus recombinantes através do sistema 

de dois plasmídeos (tecnologia do clone infeccioso de FA). A) Obtenção do vírus YF17D/E200/Tc 

vírus YF17D/NS2B3/Tc pela 
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3.9. Construção do vírus recombinante YF 17D/ENS1/Tc 

 

3.9.1. Estratégia de clonagem 

 

Para utilizar o vírus vacinal YF 17D como vetor de expressão, desenvolveu-se 

uma estratégia de clonagem do cassete heterólogo entre os genes do E/NS1 (Bonaldo et al., 

2007). Para isso, algumas seqüências conservadas nessa região foram duplicadas: foram 

adicionados nove aminoácidos do amino-terminal de NS1 do vírus da Febre Amarela antes do 

inserto, seguido da sequência correspondente à haste-âncora (HA) completa de DENV-4. 

Como fonte dos fragmentos gênicos do inserto de ASP-2261-380 (T. cruzi) e da HA de DENV-

4, foram utilizados dois plasmídeos: pIgSPclone9 (Boscardin et al., 2003), o qual contém a 

seqüência completa de ASP-2 (cepa Y) e pFA/DEN4, que compõe o clone infeccioso do vírus 

quimérico FA/DENV4, no qual os genes das proteínas estruturais E e prM do vírus de FA 

foram substituídos pelos homólogos do vírus da Dengue 4 (R. Galler, em preparação). 

 

3.9.2. Reações de PCR 

 

O cassete de expressão recombinante foi todo montado por reações de PCR, 

utilizando-se de oligonucleotídeos descritos na Tabela 3.3. 

 

Tabela 3.3 – Oligonucleotídeos utilizados na montagem do cassete heterólogo entre os genes E / NS1 

Oligonucleotídeos Sequência (5`- 3`) TM1 

RG381 (+) 
CCATCAACTTCGGCCGAAAGGATGTTGTGACTG

CTGGTGG 
69,0º C 

RG382 (-) 
CCTCTGTATGTGGACTCAAACATCTTGGTGATG

AGGGCTCCCACACG 
69,1º C 

RG383 (+) 
CGTGTGGGAGCCCTCATCACCAAGATGTTTGAG

TCCACATACAGAGG 
69,1º C 

RG380 (-) 
GCCAAAGTTGATGGCGCATCCTTGATCGGCGCC

AACTGTGAAGCCC 
72,6º C 

1TM, do inglês Temperature Melting, é a temperatura em que 50% da dupla-hélice do DNA se 

dissocia em duas fitas simples 
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Para a primeira etapa de PCR foram usados dois conjuntos de iniciadores: 

RG381 (+) e RG382 (-), para o fragmento ASP-2261-380, e RG383 (+) e RG380 (-), para o 

fragmento HA de DENV-4, gerando produtos de 406 pb e 336 pb, respectivamente. Para 

amplificarmos o fragmento de ASP-2261, utilizamos o iniciador RG381 (+), que possui na sua 

porção 5’, uma seqüência nucleotídica, a qual não se pareia durante a reação, que corresponde 

aos 27 primeiros nucleotídeos do gene NS1. O iniciador RG382 (-) possui na sua porção 5’, 

uma seqüência, a qual também não se pareia, e que é correspondente aos 27 primeiros 

nucleotídeos do N-terminal de H1 de DENV-4. 

O segundo conjunto de iniciadores foi utilizado para gerar o fragmento de 336 

pb, correspondente à região de HA de DENV-4. Assim, foi utilizado o iniciador RG383 (+), 

que possui em sua região 5’, a seqüência correspondente aos últimos 21 nucleotídeos de ASP-

2261-380 , a qual não se pareia, e o iniciador RG380 (-), que possui em sua região 5’, a região 

codante para os primeiros 27 nucleotídeos de NS1, e que não se pareia ao molde. 

Para a segunda etapa de PCR (de fusão), foram utilizados os iniciadores RG381 

(+) e RG380 (-), em parte homólogos aos extremos 5’ e 3’, da região do fragmento de ASP-

2261-380  e da HA de DENV-4, respectivamente. Estes iniciadores se pareiam nas extremidades 

dos dois fragmentos obtidos da primeira etapa de PCR, unindo-os em um único produto de 

PCR, cujo peso molecular é de 708 pb. 

As etapas de PCR acima descritas estão esquematizadas na Figura 3.5. 

 

 

 



 

Figura 3.5. Esquema de amplificação do cassete de expressão heterólogo. A) Primeira etapa de PCR. 

A região de ASP-2261-380 foi amplificada a partir do plasmídeo pIgSPclone9 utilizando os 

oligonucleotídeos RG381 (+) e RG382 (

plasmídeo pFA/DEN4 utilizando os oligonucleotídeos RG383 (+) e RG380 (

PCR (de fusão). Os dois produtos de PCR foram gerados com uma das extremidades complementares 

entre si e foram unidos por PCR de fusão ut

que gerou o cassete de expressão com 708 pb. Em verde, seqüência correspondente aos 27 

nucleotídeos do N-terminal de NS1 de FA.

 

Para a primeira etapa de PCR, cada amplificação foi feita utilizando

vetor molde pIgSPclone9 e 30 ng de pFA/DEN4, dNTPs (1 mM), MgSO

cada oligonucleotídeo, 1 U de 

Amplification Buffer (1x) (Invitrogen) e água destilada estéril para 50 µL de volum

reações foram submetidas a um ciclo inicial de desnaturação a 94º C por 5 minutos e, 

posteriormente, 30 ciclos de incubação a 94º C por 15 segundos, 55º C por 30 segundos, 68ºC 

por 1 minuto. Adicionalmente, foi realizada uma etapa de extensão f

minutos.  

Para a segunda etapa de PCR de fusão, cada amplificação foi feita utilizando

40 ng do produto de PCR contendo o gene de ASP

PCR contendo o gene de HA de DENV

de cada oligonucleotídeo, 1 U de 
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. Esquema de amplificação do cassete de expressão heterólogo. A) Primeira etapa de PCR. 

foi amplificada a partir do plasmídeo pIgSPclone9 utilizando os 

oligonucleotídeos RG381 (+) e RG382 (-). A região de HA de DENV-4 foi

plasmídeo pFA/DEN4 utilizando os oligonucleotídeos RG383 (+) e RG380 (

PCR (de fusão). Os dois produtos de PCR foram gerados com uma das extremidades complementares 

entre si e foram unidos por PCR de fusão utilizando os oligonucleotídeos RG381 (+) e RG380 (

que gerou o cassete de expressão com 708 pb. Em verde, seqüência correspondente aos 27 

terminal de NS1 de FA. 

Para a primeira etapa de PCR, cada amplificação foi feita utilizando

vetor molde pIgSPclone9 e 30 ng de pFA/DEN4, dNTPs (1 mM), MgSO

cada oligonucleotídeo, 1 U de Platinum Pfx DNA Polymerase (Invitrogen), tampão Pfx 

Amplification Buffer (1x) (Invitrogen) e água destilada estéril para 50 µL de volum

reações foram submetidas a um ciclo inicial de desnaturação a 94º C por 5 minutos e, 

posteriormente, 30 ciclos de incubação a 94º C por 15 segundos, 55º C por 30 segundos, 68ºC 

por 1 minuto. Adicionalmente, foi realizada uma etapa de extensão f

Para a segunda etapa de PCR de fusão, cada amplificação foi feita utilizando

40 ng do produto de PCR contendo o gene de ASP-2261-380 (406 pb) e 30 ng do produto de 

PCR contendo o gene de HA de DENV-4 (336 pb), dNTPs (1 mM), MgSO

de cada oligonucleotídeo, 1 U de Platinum Pfx DNA Polymerase (Invitrogen), tampão Pfx 

 

. Esquema de amplificação do cassete de expressão heterólogo. A) Primeira etapa de PCR. 

foi amplificada a partir do plasmídeo pIgSPclone9 utilizando os 

4 foi amplificada a partir do 

plasmídeo pFA/DEN4 utilizando os oligonucleotídeos RG383 (+) e RG380 (-). B) Segunda etapa de 

PCR (de fusão). Os dois produtos de PCR foram gerados com uma das extremidades complementares 

ilizando os oligonucleotídeos RG381 (+) e RG380 (-), o 

que gerou o cassete de expressão com 708 pb. Em verde, seqüência correspondente aos 27 

Para a primeira etapa de PCR, cada amplificação foi feita utilizando-se 3 ng do 

vetor molde pIgSPclone9 e 30 ng de pFA/DEN4, dNTPs (1 mM), MgSO4 (1mM), 1 pmol de 

Pfx DNA Polymerase (Invitrogen), tampão Pfx 

Amplification Buffer (1x) (Invitrogen) e água destilada estéril para 50 µL de volume final. As 

reações foram submetidas a um ciclo inicial de desnaturação a 94º C por 5 minutos e, 

posteriormente, 30 ciclos de incubação a 94º C por 15 segundos, 55º C por 30 segundos, 68ºC 

por 1 minuto. Adicionalmente, foi realizada uma etapa de extensão final a 68º C por 5 

Para a segunda etapa de PCR de fusão, cada amplificação foi feita utilizando-se 

(406 pb) e 30 ng do produto de 

MgSO4 (1mM), 1 pmol 

Pfx DNA Polymerase (Invitrogen), tampão Pfx 
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Amplification Buffer (1x) (Invitrogen) e água destilada estéril para 50 µL de volume final. As 

reações foram submetidas a um ciclo inicial de desnaturação a 94º C por 5 minutos e, 

posteriormente, 30 ciclos de incubação a 94º C por 15 segundos, 55º C por 30 segundos, 68ºC 

por 1 minuto. Adicionalmente, foi realizada uma etapa de extensão final a 68º C por 5 

minutos. As reações de PCR foram realizadas em Termociclador Applied Biosystems (PCR 

System 9700, Gene Amp). 

Os fragmentos obtidos foram purificados pelo sistema QIAquick PCR 

Purification Kit (QIAGEN), segundo orientações do fabricante, e analisados por eletroforese 

em gel de agarose 1% em tampão TAE. 

 

3.9.3. Clonagem do cassete de expressão no plasmídeo pGEM-T 

 

Os produtos de PCR foram adenilados para a realização da subclonagem em 

pGEM-T. Para a reação de adenilação, foram utilizados no mínimo 150 ng de fragmento de 

PCR, dATP (0,2 mM), 5U da enzima Go Taq (Promega), nas condições fornecidas pelo 

fabricante em volume final de 10 µL e em uma incubação a 70º C por 30 minutos. Após esta 

reação, o fragmento adenilado foi incubado a 4º C durante a noite com o vetor pGEM-T numa 

proporção de 3 moléculas de inserto para 1 molécula do vetor, em uma reação de ligação 

utilizando-se 1 U da enzima T4 DNA Ligase (Invitrogen), em um volume final de 6 µL. Os 

produtos de ligação foram posteriormente utilizados na transformação de bactérias e as 

preparações plasmidiais de culturas bacterianas foram realizadas. Algumas foram submetidas 

à reação de clivagem pela enzima de restrição NarI (Promega), utilizando-se 3U da enzima e 

aproximadamente 100 – 300 ng de DNA, para um volume final de 10 µL. As reações foram 

submetidas à incubação a 37º C por 1 hora e posteriormente visualizadas em gel de agarose 

0,8%. Esta subclonagem teve como objetivo obter grande quantidade de DNA correspondente 

ao cassete de expressão. 

 

3.9.4. Clonagem do cassete de expressão no plasmídeo TOPO-pCR-BluntII 

 

O cassete de expressão purificado foi adicionado ao plasmídeo pCR-Blunt II 

TOPO® (Invitrogen) que utiliza-se de uma topoisomerase ao invés de uma T4 DNA ligase 

para unir o fragmento a ser clonado ao vetor. Esse plasmídeo é desenhado para clonar 

fragmentos com pontas cegas, como é o caso dos gerados por polimerases com atividade 

revisora 3’-5’. Basicamente, 1 µL do produto de PCR foi adicionado à 1 µL do vetor e 1 µL 



55 

 

de uma solução salina presente no sistema originando a reação de clonagem. A mistura foi 

homogeneizada e mantida à temperatura ambiente por 5 min, procedendo-se então à 

transformação em células E. coli DH5 quimio-competentes comerciais (Invitrogen). As 

preparações plasmidiais de culturas bacterianas foram realizadas e pré-visualizadas em gel de 

agarose 0,8%. Amostras com perfil de migração mais alto eram indicativas da presença de 

inserto e foram selecionadas para reação de sequenciamento, com a finalidade de 

confirmarmos a sequência nucleotídica do inserto. Os iniciadores utilizados no 

sequenciamento nucleotídico deste plasmídeo foram: M13F(+) e M13R(-), fornecidos pelo 

fabricante. 

 

3.9.5. Clonagem no plasmídeo pT3 EagI/NarI 

 

O plasmídeo bacteriano pT3 faz parte do sistema de dois plasmídeos do clone 

infeccioso de FA (Rice et al., 1989). Ele contém a região central do cDNA viral de FA 

(posição genômica de 1373 a 9428 do vírus FA). Utilizamos um derivado do plasmídeo pT3, 

previamente mutagenizado para conter os sítios de restrição EagI (C/ GGCCG) e NarI 

(GG/CGCC) nas posições nucleotídicas 1113 nt e 1799 nt, respectivamente. Este novo 

plasmídeo foi denominado de pT3EagI/NarI (Figura 3.6). Este procedimento permitiu a 

realização de uma clonagem do tipo bidirecional, aumentando a probabilidade de obtermos a 

inserção do cassete em correta orientação no plasmídeo pT3EagI/NarI, pois o sítio para EagI 

está presente no início do cassete enquanto que NarI encontra-se no final do cassete de 

expressão. 
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Figura 3.6 – Mapa do plasmídeo bacteriano pT3EagI/NarI de 9.951 pb contendo a região central do 

genoma do vírus FA. O cassete heterólogo foi clonado entre os sítios de EagI (posição nucleotídica de 

1113) e NarI (posição nucleotídica de 1799) do plasmídeo. O gene de resistência a ampicilina (AmpR) 

e a origem de replicação (ori) também são mostrados. Plasmídeo desenhado com o programa Gene 

Construction Kit 2.5.  

 

Digerimos 2 µg do plasmídeo pT3 EagI/NarI  com 5 U da endonuclease Eag I ou 

Nar I (Promega) e submetemos a uma incubação a 37º C por 3 h.  

Procedemos à etapa de retirada do cassete do plasmídeo pCR-Blunt II TOPO®  

recombinante através da dupla digestão deste com as enzimas de restrição EagI e NarI, sítios 

de restrição que ladeiam a sequência correspondente ao cassete. Como o plasmídeo possuía 

múltiplos sítios de restrição para ambas as enzimas, realizamos primeiramente a digestão pela 

enzima EagI. A partir dos fragmentos visualizados em gel de agarose 1%, extraímos e 

purificamos o fragmento de cujo peso molecular esperava-se conter a seqüência do cassete 

recombinante (banda de 770 pb) através do Gel Extraction kit (QIAgen) e procedemos à 

digestão deste fragmento por NarI, o que liberaria o inserto recombinante do fragmento 

excedente de 62 pb, oriundo do próprio vetor. O inserto liberado pela digestão foi novamente 

purificado por meio do QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN). O cassete purificado foi 

quantificado em gel de agarose e ligado ao pT3 EagI/NarI, previamente digerido por EagI e 

NarI,  por meio da T4 DNA Ligase (5 U/µL - Invitrogen). 

Para a reação de clivagem do plasmídeo TOPO recombinante por EagI, foram 

utilizadas 3U de enzima e aproximadamente 100 – 300 ng de DNA, em um volume final de 

10 µL. Para a reação de clivagem do fragmento de 770 pb por NarI, foram utilizadas 2U de 
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enzima para aproximadamente 10 - 30 ng de DNA, em um volume final de 50 µL. Ambas as 

reações foram submetidas à incubação por 37º C por 1 hora e posteriormente, foram 

analisadas por eletroforese em gel de agarose 0,8%.  

A reação de ligação foi feita na proporção de 3:1 (inserto:vetor) e utilizou 100 ng 

do pT3EagI/NarI digerido, 21 ng do inserto digerido, 1 µL da ligase e 4 µL do seu tampão 5 

X, totalizando 20 µL de volume final e foi incubada a 4°C por 16 h. Após a incubação, 

procedeu-se à transformação por choque térmico, como descrito anteriormente, de 2 µL da 

reação de ligação em 50 µL de células de E. coli SURE quimiocompetentes (Stratagene). 

Preparações plasmidiais em pequena escala dessas colônias feitas com o sistema QlAprep 

Miniprep (QIAGEN), foram submetidas à digestão por Nar I (Promega), utilizando 3U desta 

enzima, e analisadas em gel de agarose 0,8% pela comparação da menor ou maior migração 

devido à presença de inserto ou não. Mesmo tratando-se de uma clonagem unidirecional, 

prosseguimos com o seqüenciamento nucleotídico de alguns plasmídeos recombinantes para 

confirmação da seqüência do cassete heterólogo, utilizando dos oligonucleotídeos que 

flanqueiam a região do cassete: RG 444 (+), RG 418 (+), RG 419 (-) e RG 440 (-) (Tabela 

3.2).  As construções contendo o cassete íntegro foram denominadas de pT3-ASP2 e foram 

utilizadas em preparações plasmidiais de larga-escala, conforme descrito anteriormente (seção 

3.6.1). 

 

3.9.6. Obtenção dos moldes de cDNA 

 

Para montagem dos cDNAs virais, os plasmídeos recombinantes pT3-ASP2 e o 

plasmídeo pYFE200 foram quantificados em gel de agarose 0,8 %/TAE corado com BrEt, 

como descrito anteriormente. Em seguida, 1,5 µg de DNA plasmidial de pT3-ASP2 assim 

como do pYFE200 (sem inserto) foram digeridos com 3 U de cada uma das endonucleases 

NsiI e SalI, simultaneamente, por 3 h a 37° C. Estas amostras foram purificadas por QIAquick 

PCR Purification e, posteriormente, utilizadas em reações de ligação em volume final de 30 

µL com: 300 ng dos plasmídeos pT3-ASP2, 200 ng do plasmídeo pYFE200 e 1 U da enzima 

T4 DNA Ligase (Invitrogen) em uma incubação a 4º C durante a noite, nas condições 

fornecidas pelo fabricante.  

Após o período de incubação, foi realizada a inativação da ligase por 20 minutos 

a 65º C e as amostras foram linearizadas em uma reação de digestão com a enzima XhoI 

(Promega), conforme descrito na seção 8.2. A Figura 3.7 esquematiza a obtenção do molde de 



 

cDNA capaz de gerar o vírus YF17D/ENS1/Tc, de acordo com a tecnolo

infeccioso de FA. 

 

 

Figura 3.7. Obtenção do molde de cDNA e 

do sistema de dois plasmídeos (tecnologia do clone infeccioso).

 

3.10. Obtenção dos vírus recombinantes

 

3.10.1. Transcrição 

 

Os moldes de cDNA linearizados (pT3 sem inserto ligado ao pYFE200/Tc,  

pT3NS2B3/Tc ligado ao pYFE200 sem inserto, e pT3

além do controle pT3 ligado ao pYFE200) possuem em sua região 5’ um promotor do 

bacteriófago SP6 possibilitando a transcrição 

SP6 RNA Polimerase. A transcrição foi feita utilizando o sistema 
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cDNA capaz de gerar o vírus YF17D/ENS1/Tc, de acordo com a tecnolo

. Obtenção do molde de cDNA e produção do vírus recombinante YF17D/ENS1/Tc através 

do sistema de dois plasmídeos (tecnologia do clone infeccioso). 

Obtenção dos vírus recombinantes 

Transcrição in vitro dos moldes de cDNA dos vírus YF 17D

Os moldes de cDNA linearizados (pT3 sem inserto ligado ao pYFE200/Tc,  

pT3NS2B3/Tc ligado ao pYFE200 sem inserto, e pT3-ASP2 ligado ao pYFE200 sem inserto, 

além do controle pT3 ligado ao pYFE200) possuem em sua região 5’ um promotor do 

sibilitando a transcrição in vitro do cDNA em RNA viral infeccioso pela 

SP6 RNA Polimerase. A transcrição foi feita utilizando o sistema AmpliScrib

cDNA capaz de gerar o vírus YF17D/ENS1/Tc, de acordo com a tecnologia do clone 

 

produção do vírus recombinante YF17D/ENS1/Tc através 

dos moldes de cDNA dos vírus YF 17D 

Os moldes de cDNA linearizados (pT3 sem inserto ligado ao pYFE200/Tc,  

ASP2 ligado ao pYFE200 sem inserto, 

além do controle pT3 ligado ao pYFE200) possuem em sua região 5’ um promotor do 

do cDNA em RNA viral infeccioso pela 

AmpliScrib SP6 High Yield 
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Transcription (Epicentre), em condições livres de RNase e seguindo as recomendações do 

fabricante. Para cada reação de transcrição foram utilizados 100 ng de cada molde de cDNA 

linearizado, 1 µL do tampão 10 X do sistema, 10 mM de DTT, 7,5 mM de cada 

ribonucleotideo (NTP) (menos do GTP que foi colocado a 0,75 mM), 3 mM de análogo de 

cap, 20 U de RNAsin (Promega), 2 µL da enzima SP6 RNA Polimerase. A reação foi 

incubada a 37º C por 2 h e a integridade do RNA transcrito foi analisada por meio de 

eletroforese em gel de agarose 1% / TAE, na ausência de qualquer tipo de nuclease. 

 

3.10.2. Transfecção dos RNAs virais em células Vero e regeneração dos vírus 

 

Aproximadamente 1 µg de cada RNA, previamente transcrito, foi transfectado 

em monocamada de células Vero (30.000 células/cm2), preparadas em garrafas de 25 cm2, 

com o emprego de 20 µg do lipídeo catiônico LipofectAmine (LA) (Gibco-BRL) na presença 

de 1 mL de PBS-DEPC 1 X. O RNA transcrito, o PBS-DEPC e a Lipofectamina foram 

misturados e incubados no gelo por 10 min. O meio de cultura foi retirado e as células foram 

lavadas com PBS-DEPC. Em seguida, o complexo RNA-LA em tampão foi adicionado sobre 

a monocamada de células e a garrafa foi incubada por 20 min, à temperatura ambiente com 

agitação a cada 2 min. 

Após a incubação, todo o sobrenadante da garrafa foi retirado e foram 

adicionados 12 mL de meio Earle 199 completo com 5% de NaHCO3 (sistema aberto) e as 

células foram incubadas a 37º C em estufa com atmosfera de 5% de CO2 e observada 

diariamente em microscópio invertido para verificar a presença de CPE (efeito citopático), 

caracterizando a infecção viral. Foi realizado um controle negativo em que se adicionou 

apenas PBS-DEPC 1 X e Lipofectamina (sem RNA) à monocamada de células. 

Com o aparecimento de CPE intenso, o sobrenadante de transfecção (1P) de 

cada vírus foi recolhido na presença de  8% de sorbitol e imediatamente estocado a -70º C. 

Uma alíquota de sobrenadante de transfecção (1P) de cada amostra foi submetida à extração 

de RNA pelo método do TRIzol LS (seção 3.6.6) e os RNAs empregados em reações de RT-

PCR utilizando as enzimas M-MLV RT e Taq Polimerase para verificar a presença das 

inserções (seção 3.11.3). O DNA foi quantificado em gel de agarose 0,8 % e as seqüências 

analisadas por meio de seqüenciamento nucleotídico (seção 3.7). 
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3.10.3. Produção dos estoques virais de segunda passagem celular 

 

Foi preparado um estoque 2P de cada vírus por meio da infecção de células Vero 

(62.500 células/cm2), preparadas em uma garrafa T-175 cm2, através da adição de 5 mL do 

sobrenadante de 1P, seguido de incubação a 37º C por 1 h para adsorção do vírus, agitando-se 

a garrafa a cada 15 min. Passado o tempo de incubação, 75 mL de meio Earle 199 sem 

gentamicina e com 5% de NaHCO3 foram adicionados à garrafa que foi novamente incubada 

a 37° C em estufa até o aparecimento de CPE.  

Após a visualização de CPE na garrafa, o seu sobrenadante foi coletado, 

aliquotado e estocado a -70° C, como descrito para 1P. Uma alíquota foi utilizada para 

extração de RNA e reação de RT-PCR (seção 3.11.3), a fim de verificar a integridade das 

inserções em cada vírus recombinante. Os oligonucleotídeos que foram utilizados no RT-PCR 

da 1P e 2P correspondem às seqüências do genoma viral que flanqueiam o inserto, tendo sido 

utilizados: RG 36 (+) e RG 65 (-) para o vírus YF17D/E200/Tc; RG 48 (+) e RG 184 (-) para 

o vírus YF17D/NS2B3/Tc e RG 174 (+) e RG19 (-) para o vírus YF17D/ENS1/Tc (Tabela 

3.5). 

 

3.11. Caracterização viral 

 

3.11.1. Titulação viral por contagem de placas de lise 

 

A titulação das amostras virais obtidas em diferentes etapas deste trabalho foi 

realizada infectando-se monocamada de células Vero em densidade de 50.000 células /cm2, 

preparadas em placas de 24 poços (2 cm2/ poço). No momento da infecção, foram depositados 

sobre a monocamada 100 µL das suspensões virais, previamente preparadas com meio de 

cultura Earle 199 completo, obtidas por diluições seriadas de 101 a 106. As placas foram 

incubadas por 1 h para adsorção viral a 37° C em estufa com atmosfera de 5% de CO2 e 

agitação manual a cada 15 min. Em seguida, o excesso de vírus de cada poço foi aspirado e 1 

mL de carboximetilcelulose 3% (CMC) com meio Earle 199 acrescido de 5 % NaHCO3 foi 

adicionado a cada poço. As placas foram novamente incubadas em estufa de CO2 (5 %) a 

37°C por 7 dias. Após esse período, as placas foram fixadas pela adição de uma solução de 

formol 10 % a cada poço da placa durante 12h. Após a incubação, as placas foram lavadas 

com água, coradas com uma solução de cristal violeta a 0,02% por 30 min, novamente 

lavadas e colocadas para secar.  
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O número de placas de lise de cada diluição foi contado e o título do vírus foi 

determinado de acordo com a seguinte fórmula: 

 

T = log10M + log10ID + log10FC, onde: 

T = título expresso em log10 PFU/mL;  

log10M = média do n° de placas de lise contadas em uma determinada diluição 

log10ID = inverso da diluição onde as placas de lise foram contadas  

log10FC = fator de correção do inóculo para mL. Como o inóculo corresponde a 100 µL, que 

é a décima parte de 1 mL, FC = 1 (log10 = 1).  

O título dos estoques virais produzidos foi obtido pela média de três ensaios 

independentes. 

 

3.11.2. Cinética de replicação viral em células Vero 

Os vírus recombinantes, assim como os controles YF 17D/E200T3 e YF 17DD tiveram 

suas cinéticas de replicação determinadas em monocamada de células Vero em garrafas T-25 

cm2 com 62.500 células/cm2. As garrafas tiveram seu meio retirado, foram infectadas com 

cada um dos vírus em um MOI (do Inglês, Multiplicity of Infection) de 0,02 e incubadas por 1 

h para adsorção viral em estufa de CO2. Essa MOI é considerada baixa e visa garantir que os 

vírus observados após a infecção provenham, em sua grande maioria, de progênie das células 

infectadas. 

Após esse período, foram acrescentados 11 mL de meio Earle 199 completo com  

5% de NaHCO3 e as garrafas foram novamente incubadas em estufa de CO2 a 37° C.  

Alíquotas foram coletadas em intervalos de 24 horas até o tempo de 144 horas pós-infecção 

(p.i.) e estocadas a -70° C. Cada alíquota foi titulada em duplicata, como descrito na seção 

anterior. Foram feitos três experimentos independentes para cada vírus.  

A partir dos títulos obtidos em cada tempo p.i. foi possível montar uma curva com a cinética 

de replicação dos vírus. A análise estatística entre as curvas foi realizada pelo teste ANOVA 

one way, pós-teste Tukey, utilizando-se do programa GraphPadPrism 5.03 (GraphPad, Inc.). 
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As diferenças somente foram consideradas significativas quando o valor de P foi menor do 

que 0,05. 

3.11.3. Reações de transcrição reversa e reação em cadeia da polimerase (RT-

PCR) 

 

Amostras de RNA virais, oriundas de cada um dos três vírus recombinantes 

foram extraídas de culturas celulares infectadas e submetidas a reações de RT-PCR utilizando 

a enzima M-MLV RT (Promega) na geração de cDNA, e a reações de PCR utilizando Taq 

DNA Polimerase (Promega) ou a enzima GoTaq (Promega). 

Na reação de geração de cDNA, 2 - 3 µL de RNA foi pré-incubado com 20 pmol 

do oligonucleotídeo RG 184 (-), RG 65 (-) ou RG 19 (-), os quais anelam nos genes NS3, E e 

NS1, respectivamente, por 90º C por 2 min. Posteriormente, foi adicionado ao mesmo tubo 

tampão 1X fornecido pelo fabricante, dNTP (0,8 mM cada), MgCl2 (1 mM), 40 U da enzima 

Recombinant RNAsin Ribonuclease Inhibitor e 200 U da enzima M-MLV RT, em um volume 

final de 20 µL e submetido a 1 ciclo de 42º C por 60 min e 99º C por 5 min. Para a etapa de 

PCR, foram adicionados 7,5 µL de cDNA a MgCl2 (1 mM), 20 pmol de oligonucleotídeo RG 

48 (+), RG 36 (+) ou RG 174 (+), os quais anelam nos genes NS2B, prM e E, 

respectivamente, além de 1,25 U de enzima Taq DNA Polimerase (Promega), nas condições 

fornecidas pelo fabricante, em um volume final de 50 µL. As reações foram submetidas a uma 

desnaturação inicial a 94º C por 2 min e 25 ciclos a 94º C por 15 seg, 55º C por 30 seg e 72º C 

por 1 min, seguida de uma extensão final a 72º C por 5 min. 

Para as reações de PCR utilizando GoTaq (Promega), foram adicionados ao 

volume de 7,5 µL da reação da primeira fase tampão GoTaq 1X, MgCl2 (2 mM), 20 pmol de 

oligonucleotídeo de senso positivo acima descrito e 2,5 U da enzima GoTaq (Promega), em 

um volume final de 50 µL. As amostras foram submetidas a uma reação de ciclagem 

conforme descrita acima. A Tabela 3.4 lista os iniciadores utilizados nas reações de RT-PCR.  

Os produtos de RT-PCR foram submetidos e avaliados por corrida de 

eletroforese em gel de agarose 0,8%. 
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Tabela 3.4 – Iniciadores usados nas reações de RT-PCR  

 
Iniciadores 

 
Sentido Seqüência (5`- 3`) Região FA (nt) 

RG 48 + GTATCCCAGTGAATGAGGC 4.181 - 4.200 (NS2B) 

RG 184 - GCGATCAACTGGACCT 4.884 – 4.900 (NS3) 

RG 36 + CCTACTGGTCTTGGCTGTTGG 940 – 960 (prM) 

RG 65 - TGTAAAGGTTGTTGTC 1.781 – 1.799 (E) 

RG 174 + CGGGGTGTGGAGAGAGATGCA 1.639 – 1.659 (E) 

RG 19 - GGGAGTCAACTGAATTTAGGC 2.619 – 2.639 (NS1) 

 

3.11.4. Estabilidade genética do vírus recombinante 

 

Os vírus recombinantes foram analisados quanto a sua estabilidade genética por 

meio de passagens seriadas e em duplicata em monocamada de células Vero a partir do 

estoque 2P até 8P (vírus YF17D/NS2B3/Tc e YF17D/E200/Tc) ou 5P (vírus 

YF17D/ENS1/Tc). Garrafas T-25 cm2 com 62.500 células/cm2 foram preparadas com 24 h de 

antecedência e infectadas com o vírus (MOI 0,02; como descrito anteriormente para a cinética 

de replicação).  

Em seguida, as garrafas foram incubadas em estufa de CO2 (5%) a 37º C até o 

aparecimento de CPE, determinada, neste caso, como sendo em 72 h p.i. Duas alíquotas foram 

coletadas de cada garrafa e estocadas a – 70º C. Uma das alíquotas foi utilizada para titulação 

do vírus, a fim de manter a MOI sempre próxima de 0,02 e a outra alíquota foi utilizada para 

infectar a passagem seguinte. Caso o valor de MOI se distanciasse de 0,02, esta era 

recalculada para uma MOI de 0,02 na infecção da passagem seguinte.  

Nas passagens 5P e 8P, alíquotas foram utilizadas para extração de RNA seguida 

de RT-PCR e seqüenciamento nucleotídico para verificar a integridade da inserção nas 

regiões do vírus recombinante. Os oligonucleotídeos utilizados aqui foram os mesmos dos 

descritos para as passagens 1P e 2P (Tabelas 3.1 e 3.4). 
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3.11.5. Expressão de epítopo heterólogo através de imunofluorescência 

 

A técnica de microscopia de fluorescência indireta foi utilizada para a avaliação 

da expressão do epítopo de T. cruzi, TEWETGQI, pelos vírus recombinantes. Monocamada 

de células Vero foram cultivadas em câmaras de oito cavidades (Lab-Tek Chamber Slides – 

Nunc) na densidade de 20.000 células / cavidade em meio completo Earle 199 com 5% de 

NaHCO3. Após 24 horas, o meio foi retirado e as células incubadas com suspensões de 100 

µL dos vírus recombinantes a uma MOI de 0,1 por 1 hora em estufa com atmosfera de CO2 

5% a 37º C. Como controle, foram utilizadas células infectadas com o vírus YF17D/E200T3. 

Após o período de incubação, foram adicionados a cada cavidade das câmaras 200 µL de 

meio completo Earle 199 com 5% de NaHCO3 e estas foram incubadas em estufa com 

atmosfera de 5% de CO2  a 37º C por 72 h. Após este período, a monocamada foi fixada com 

paraformaldeído 4% em tampão fosfato (0,1M, pH 7,2) por 10 minutos. As células foram 

lavadas com PBS (pH 7,4) e posteriormente, permeabilizadas com PBS contendo 0,5% Triton 

X-100 por 10 min. Em seguida, foi adicionada uma solução de bloqueio de PBS contendo 1% 

de BSA, por 30 min à temperatura ambiente. Foram utilizados como anticorpos primários 

anti-YF 17D policlonal oriundo de fluido ascítico hiperimune de camundongo (ATCC) e anti-

TEWETGQI policlonal de camundongo diluídos a 1:400 e 1:50, respectivamente.  

Anti-TEWETGQI foi obtido a partir da imunização de BALB/c com proteína 

recombinante de fusão contendo TEWETGQI fusionado a Glutatione S-Transferase. Os 

camundongos foram imunizados com 25 µg da proteína recombinante emulsificada em 

Adjuvante Completo de Freund e subseqüentemente foram dadas duas doses de reforço com a 

mesma quantidade de proteína emulsificada em Adjuvante Incompleto de Freund, conforme 

descrito por Claser e equipe (2007).  

Após uma incubação de 1 h à temperatura ambiente, e subseqüentes lavagens 

com solução de bloqueio, foi adicionado à monocamada 200 µL de anticorpo secundário 

Alexa Fluor 546 anti-IgG de camundongo (Invitrogen) ou Alexa Fluor 488 anti-IgG de 

camundongo (Invitrogen), ambos diluídos a 1:400 de acordo com as instruções do fabricante. 

Após uma nova incubação de 1 h à temperatura ambiente, e subseqüentes lavagens com 

solução de bloqueio, as preparações foram tratadas com reagente SlowFade-Gold antifade 

contendo 4,3-Diamidino-2-Fenilindol (DAPI, Invitrogen) para detecção do DNA e analisadas 

por microscópio de fluorescência invertido Olympus IX51. 

 



65 

 

3.11.6. Grau de atenuação dos vírus recombinantes (neurovirulência) em 

camundongos Suíços 

 

Grupos de 10 camundongos Suíço, fêmeas, com 3 semanas de idade foram 

inoculados via intracerebral (i.c.) com 30 µL de meio de Earle 199 (sem antibiótico ou 

antifúngico) contendo 1.000 PFU dos vírus recombinantes YF17D/NS2B3/Tc, 

YF17D/E200/Tc ou YF 17DD.  O grupo controle (Mock) foi inoculado com somente meio 

199/Earle. As amostras virais foram tituladas imediatamente após o procedimento de 

inoculação. Os animais inoculados foram monitorados por 21 dias e os sintomas, paralisia ou 

morte anotados. Os principais sintomas observados foram perda da tonicidade muscular e pêlo 

eriçado. Os animais moribundos, ou seja, com paralisia dos 4 membros, foram mortos por 

exposição à atmosfera de CO2 ou injeção letal utilizando-se de 0,5 mL de Tiopental sódico 

5% (20 ml/g) via intraperitoneal. Tanto a mortalidade cumulativa quanto as curvas de 

sobrevida (método de Kaplan-Meyer) obtidas foram comparadas entre os diferentes grupos de 

imunização e testadas pelo teste de Log-Rank em programa GraphPad Prism v. 5.03. 

 

3.12. Avaliação inicial da permissividade das linhagens C3H/HeJ e A/J à infecção por 

Trypanosoma cruzi 

 

3.12.1. Desafio e parasitemia 

 

Grupos de 5 camundongos fêmeas, de 4 a 6 semanas de idade, das linhagens 

C3H/HeJ e A/J (H-2Kk) receberam um inóculo, via intraperitoneal, contendo 100 ou 250 

parasitas/mL de Trypanosoma cruzi (cepa Y). Ensaios de sobrevida e determinação de 

parasitemia foram realizados separadamente. 

Para determinação da sobrevida, os animais desafiados foram monitorados 

quanto aos sintomas e a morte foi anotada diariamente até o 20º dia pós-infecção (dpi), sendo 

que o peso de cada animal foi aferido do 6º até o 18º dpi. 

A curva de parasitemia foi determinada pelo acompanhamento diário dos animais 

utilizando-se o método de Pizzi-Brener (Brener, 1962), onde 5 µl de sangue foram recolhidos 

da cauda de cada animal, colocados entre lâmina e lamínula (18 x18 mm) e o número de 

parasitas quantificado em 50 campos no microscópio ótico Zeiss utilizando-se objetiva de 

40X. O número aproximado de parasitas por mL foi calculado pela seguinte razão: 
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n° parasitas em 5µL= 
n° parasitas em 50 campos

área de 50 campos
× área total da lamínula 

 

Sendo: 

i. Área total da lamínula = 18 x 18 mm = 324 mm2 

ii. Área de 50 campos = 50 πR2 

Onde: π = 3,14 

  R = raio do campo da objetiva de 40X = 0,25 mm 

Logo a área de 50 campos = 50 x 3,14 x (0,25)2 = 9,81 mm2 

iii. Assim: 

n° parasitas em 5µL= 
n° parasitas em 50 campos

9,81mm2  × 324 mm2 

n° parasitas em 5µL=n° parasitas em 50 campos ×	33,02           

 

iv. Logo, 

n° parasitas/mL=n° parasitas em 50 campos ×33,02×200 

	n° parasitas/mL=n° parasitas em 50 campos ×0,66×104 			 

 

3.13. Estudos de imunogenicidade em camundongos A/J para o Vírus da Febre 

Amarela YF 17DD 

 

3.13.1. Susceptibilidade dos camundongos A/J ao vírus YF 17DD (desafio) 

 

Grupos de 6 camundongos A/J, fêmeas, de 4 semanas de idade foram 

inoculados, via subcutânea, com meio Earle 199 completo (sem antibiótico) contendo 100.000 

PFU de vírus vacinal YF 17DD, vírus recombinante YF17D/NS2B3/Tc ou somente veículo 

(meio). Os animais receberam dois inóculos, um no dia zero e o segundo, no dia quinze. Duas 

semanas após a segunda dose, os animais foram sangrados (pelo plexo retro-orbital) e 

desafiados via intracerebral com meio contendo 3.000 PFU de YF 17DD.  Os animais foram 

monitorados por 21 dias e as mortes foram anotadas diariamente. Os animais moribundos e 

com paralisia foram eutanasiados, conforme descrito na seção 3.11.6.  

As amostras de soro obtidas destes animais foram analisadas pelo teste de PRNT 

(a ser descrito em seguida) para verificação da indução de anticorpos neutralizantes para o 
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vírus YF 17DD e soroconversão. Como controle, também foi retirado sangue de dois animais 

representativos para cada grupo experimental, antes do primeiro inóculo (soro pré-imune). 

 

3.13.2. Ensaios de neutralização viral 

 

Testes de neutralização viral por redução de formação de placas de lise (PRNT, 

Plaque Reduction Neutralization Test) foram executados em células Vero, em placas de 96 

poços, como descrito por Stefano et al., 1999.  

Os soros dos animais, retirados por punção retro-orbital ou cardíaca, foram 

misturados ou não em cada grupo, inativados por 30 min a 56º C e diluídos nas placas de 96 

poços serialmente em 1:10 em meio de Earle 199 contendo Hepes 1M. O vírus YF 17DD foi 

diluído em uma suspensão viral contendo meio Earle 199 completo a 5% de SFB, em seguida 

50 µL desta suspensão viral foi plaqueada na presença dos soros diluídos e foram incubados 

por 1 h à temperatura ambiente. Após este intervalo de tempo, foram adicionados 50 µL da 

suspensão de células Vero, com densidade de 1,0 x 105 células / mL. As células foram 

incubadas por 4h a 37º C em estufa com atmosfera de 5% de CO2 e, após esse tempo, o meio 

foi removido e adicionado 100 µL de CMC 3% em cada poço. As placas foram incubadas por 

7 dias em estufa a 37º C com atmosfera de 5% de CO2 e então, fixadas com formaldeído 10% 

e coradas com corante Cristal Violeta a 0,02% para visualização e contagem das placas de 

lise.  

O soro anti-FA (L13), um soro policlonal hiperimune de macaco Rhesus foi 

utilizado como soro controle. Os títulos de anticorpos neutralizantes foram calculados 

tomando-se como base a maior diluição de anticorpo (soro) capaz de reduzir 50% de placas de 

lise virais oriundas da suspensão viral diluída inicial. A porcentagem de soroconversão foi 

determinada com base nos níveis basais obtidos pelo grupo controle Mock (não 

soroconvertido). O teste estatístico One-way ANOVA foi usado para comparar a média dos 

títulos obtidos para os grupos experimentais e o teste de Tukey foi utilizado como um pós-

teste para comparar os pares de grupos. A análise foi realizada pelo programa estatístico 

GraphPad Prism v. 5.03. 

 

 

 

 



68 

 

3.14. Avaliação de resposta imune específica para Trypanosoma cruzi após vacinação 

de camundongos A/J 

 

3.14.1. Ensaios de avaliação da resposta imune protetora em animais 

experimentais 

 

A Figura 3.8 mostra o esquema de imunização em uma escala de tempo (dias) 

adotado para os ensaios experimentais de avaliação da resposta imune protetora em 

camundongos A/J. 

Grupos de 5 camundongos A/J (fêmeas entre 4 a 6 semanas) foram utilizados 

para ensaios de proteção com os vírus recombinantes YF 17D ou formulações destes (Tabela 

3.5). Após quarentena de uma semana em biotério, os camundongos receberam duas doses 

subcutâneas de 105 PFU de vírus vacinal YF 17DD, vírus recombinantes YF 17D, peptídeo 

TEWETGQI emulsificado em adjuvante de Freund (200 µg / kg do animal) ou meio de Earle 

199 completo, sem antibiótico (Mock), com intervalo de 15 dias. As amostras virais foram 

tituladas imediatamente após o procedimento de inoculação.  

As sangrias (pelo plexo retro-orbital) foram realizadas antes das imunizações 

(pré-imune, antes do dia zero) e duas semanas após cada dose (dias 14 e 28), com a finalidade 

de monitorarmos os títulos de anticorpos neutralizantes para YF 17DD (ensaios de PRNT, 

seção 3.13.2).  

O desafio foi realizado, após 30 dias do término da imunização, pela infecção 

intraperitoneal com 250 tripomastigotas sanguíneos de T. cruzi, cepa Y, dos diferentes grupos 

de animais analisados. Os animais desafiados foram monitorados quanto aos sintomas clínicos 

(febre, apatia, pêlo eriçado e perda de apetite) a morte foi anotada diariamente, até o 60º dpi. 

As curvas de sobrevivência (Kaplan-Meyer) foram comparadas entre os grupos experimentais 

e testadas pelo teste de Log-Rank, utilizando-se do GraphPad Prism v. 5.03.  

Ensaios de determinação de parasitemia foram realizados separadamente dos 

ensaios de sobrevida e estes foram realizados até o 18º dpi, pelo método descrito na seção 

3.12.1. As diferenças estatísticas entre os grupos experimentais foram verificadas pela análise 

de variância One-way ANOVA e pós-teste de Tukey. 

 

 

 

 



 

Figura 3.8. Esquema da cinética adotada para os ensaios 

camundongos A/J. As setas indicam as imunizações com vírus vacinal YF

YF17D recombinantes, peptídeo TEWETGQI emulsificado em adjuvante de Freund ou 

somente meio (Mock). A forma (raio) indica o desafio intraperitoneal

Estrelas indicam a retirada de sangue retro

dia 14 e 28. O triângulo indica os pontos de coleta de baço para determinação de células 

produtoras de IFN-γ (ELISPOT). A sobrevida dos camundongos infectados co

anotada diariamente por até 60 d.p.i. (dia 103). 

Tabela 3.5 – Formulações de vírus recombinantes YF

 

 

Vírus 
Estratégia 
clonagem

 
YF17D/E200/Tc 

 
Envelope

 
YF 17D/NS2B3/Tc 

 
NS2B / NS3

YF 17D/ENS1/Tc E / NS1
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. Esquema da cinética adotada para os ensaios experimentais realizados em 

camundongos A/J. As setas indicam as imunizações com vírus vacinal YF

YF17D recombinantes, peptídeo TEWETGQI emulsificado em adjuvante de Freund ou 

somente meio (Mock). A forma (raio) indica o desafio intraperitoneal

Estrelas indicam a retirada de sangue retro-orbital de camundongos no dia zero (pré

dia 14 e 28. O triângulo indica os pontos de coleta de baço para determinação de células 

 (ELISPOT). A sobrevida dos camundongos infectados co

anotada diariamente por até 60 d.p.i. (dia 103).  

Formulações de vírus recombinantes YF 17D utilizadas nos ensaios de proteção 

Estratégia 
clonagem 

 
Inserto 

 

 
Dose 

(PFU/mL) 
 

Dose
(PFU/mL)

Form. 1 Formul

Envelope TEWETGQI - 

NS2B / NS3 TEWETGQI 50.000 25.000

E / NS1 

 
ASP-2261-380 

+ 
TEWETGQI 

50.000   75.000

 

experimentais realizados em 

camundongos A/J. As setas indicam as imunizações com vírus vacinal YF 17DD, vírus 

YF17D recombinantes, peptídeo TEWETGQI emulsificado em adjuvante de Freund ou 

somente meio (Mock). A forma (raio) indica o desafio intraperitoneal (i.p.) com T. cruzi.  

orbital de camundongos no dia zero (pré-imune), 

dia 14 e 28. O triângulo indica os pontos de coleta de baço para determinação de células 

 (ELISPOT). A sobrevida dos camundongos infectados com T. cruzi foi 

17D utilizadas nos ensaios de proteção  

Dose 
(PFU/mL) 

Dose 
(PFU/mL) 

Formul. 2 Form. 3 

- 
 

50.000 
 

25.000 

 
 

50.000 
 
 

75.000 - 
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3.14.2. Reatividade de anticorpos a formas amastigotas de Trypanosoma cruzi 

 

Células Vero foram infectadas por 106 tripomastigotas de Trypanosoma cruzi, 

cepa Y, em uma relação parasita/célula hospedeira de 10:1. Após incubação de 24 horas, os 

parasitas que não infectaram a monocamada foram removidos por lavagens sucessivas com 

PBS e após, foi realizada uma nova incubação de 72 horas para o desenvolvimento 

intracelular de formas amastigotas. Após esse período, a monocamada de células foi fixada 

por 20 min a 4ºC com paraformaldeído 4% em PBS e posteriormente, processada para 

imunofluorescência indireta. Após a fixação, a monocamada foi lavada três vezes por 10 min 

em PBS, seguido de lavagens com PBS contendo 0.5% de Triton X-100 (Sigma), favorecendo 

a permeabilização da membrana plasmática e permitindo uma boa penetração do anticorpo. 

Em seguida, a monocamada foi incubada em PBS contendo 4% de BSA por 15 min para 

bloqueio de sítios inespecíficos.  

Posteriormente, as células foram incubadas  a 4 ºC por 12 a 18 h com os soros 

obtidos de camundongos A/J imunizados com peptídeo TEWETGQI (emulsificado em 

adjuvante de Freund) ou com o vírus recombinante YF17D/ENS1/Tc. Os soros foram 

utilizados em uma diluição de 1:25. Após lavagens com PBS/BSA 2- 4%, as células foram 

incubadas por 1 h a 37º C em câmara úmida com anticorpo secundário apropriado (anti-IgG 

de camundongo conjugado a FITC (Sigma Chemical Co.) diluído em 1:200. Em seguida, as 

células foram lavadas três vezes por 10 min em PBS/BSA 2% e coradas por 5 min à 

temperatura ambiente com 0,2 µg/mL de DAPI para detecção do DNA e montadas em PBS 

contendo 2,5% de 1,4-diazabiciclo-(2,2,2)-octano (DABCO) e 50% de glicerol, pH 7,2.  As 

amostras foram observadas ao microscópio Zeiss Axioplan equipado com epifluorescência e 

ao microscópio confocal Zeiss com objetiva de 63X. 

 

3.14.3. Resposta celular produtora de interferon-gama através de ensaio de 

ELISPOT 

 

Para os ensaios de ELISPOT, grupos de 4 ou 5 camundongos A/J foram 

imunizados, conforme descrição acima (seção 3.14.1). Uma semana após a primeira 

imunização e/ou após a segunda imunização, e duas semanas após o desafio (Figura 3.8), os 

camundongos foram sacrificados e o baço de cada animal foi retirado assepticamente.  

Todos os ensaios foram realizados utilizando o kit IFN-γ ELISPOT set (BD – 

Biosciences Pharmingen, San Diego-CA) e recomendações do fabricante. As placas foram 
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recobertas com 10 µg/mL de anti-IFN-γ purificado (fornecido pelo kit) e após incubação por 

14 – 16 h, as placas foram bloqueadas com meio RPMI (Invitrogen) acrescido de SFB 1% por 

pelo menos 2 hs em estufa de CO2 a 37 ºC. Após maceração asséptica do baço, esplenócitos 

foram recuperados e tratados com solução hemolisante para lise das hemácias por 5 min em 

estufa de CO2. Após neutralização da ação de lise com a adição de meio RPMI / SFB 1%, os 

leucócitos foram ressuspensos para uma concentração de 2 X 106 células viáveis por mL em 

meio RPMI / SFB 10% suplementado (completo). Após o plaqueamento de 2 X 105 células 

por poço, as células foram incubadas por 48 h a 37 ºC em estufa de CO2 com somente meio de 

cultura, 10 µg/mL de peptídeo sintético TEWETGQI (Invitrogen), 10.000 PFU de virus 

YF17DD inativado (a 56 ºC por 1 hora) ou 4 µg de concanavalina A (Sigma), diluídos em 

meio RPMI / SFB 10% suplementado.  

Após incubação, a placa foi lavada exaustivamente e incubada com anticorpo de 

detecção anti-IFN-γ biotinilado (fornecido pelo kit) por 12 -16 h, seguido de incubação com 

estreptavidina marcada com peroxidase (diluída a 1:800) por 3 h. Após esse período, as placas 

foram lavadas com PBS-Tween 0,05% e a reação foi revelada pela adição do substrato AEC 

(BD) com cromógeno (20µl/mL) e adição de 1µl/mL de peróxido de hidrogênio 30% 

(Sigma). A reação foi finalizada com a lavagem da placa com água corrente. Células 

produtoras de IFN-γ, que apareceram como pontos (spots) vermelhos em cada poço foram 

contadas com o auxílio do leitor automatizado Immunospot (AMBRIEX, Cellular Technology 

Ltd., Cleveland, OH), usando o programa de versão 3 da Plataforma de ELISPOT do PDTIS 

/Fiocruz – Rio de Janeiro (Lima-Junior et al., 2008). 

As diferenças estatísticas entre os grupos experimentais foram verificadas pela 

análise de variância One-way ANOVA e pós-teste de Tukey. 

 

3.14.4. Proliferação de linfócitos T CD4+ e T CD8+ 

 

Esplenócitos foram recuperados de grupos de três camundongos A/J vacinados 

ou não e estas células foram submetidas ao mesmo preparo descrito acima (seção 3.14.3). Os 

leucócitos oriundos de cada grupo experimental foram agrupados em pool e ressuspendidos 

para uma concentração total de 60 X 106 células viáveis por mL em meio RPMI / SFB 10% 

suplementado. Após centrifugação a 1700 rpm por 6 min a 4º C, o sobrenadante celular foi 

retirado com auxílio de pipeta e o sedimento celular (pellet) foi ressuspendido em solução de 

PBS pré-aquecido a 37º C contendo CFSE (carboxyfluorescein diacetate, succinimidyl ester, 

Molecular Probes) na concentração final de 1,25 µM. Esta solução foi incubada a 37 ºC por 
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10 minutos (agitando a cada 2 minutos para se ter uma marcação homogênea) e 

posteriormente, foi centrifugada a 1700 rpm por 6 min. O sobrenadante foi retirado com 

auxílio de pipeta e o agregado celular foi lavado com meio RPMI contendo 10% de SFB 

(gelado) e ressuspendido neste mesmo meio para uma concentração de 2 X 106 células por 

mL. Estas suspensões foram distribuídas em placas de poliestireno de fundo chato, em um 

volume de 100µL por poço e incubadas em estufa de CO2 a 37 ºC com meio (RPMI 

suplementado), peptídeo TEWETGQI (10 µg/mL) ou vírus YF 17DD inativado (10.000 PFU) 

por 5 dias ou com 4 µg de concanavalina A (ConA) por 2 dias, diluídos em meio RPMI / SFB 

10% suplementado. 

Após este período de incubação, as células foram transferidas para uma placa de 

fundo redondo, centrifugadas a 1700 rpm por 4 min a 4 º C, posteriormente lavadas com PBS 

acrescido de 2% SFB e submetidas a uma nova centrifugação. Após o descarte do 

sobrenadante, adicionamos 50 µL dos anticorpos monoclonais anti-CD4 conjugado a R-

Ficoeritrina (R-PE) e anti-CD8-PE-Cy5, já diluídos para 1:100, conforme orientações do 

fabricante (Invitrogen). Incubamos por 30 minutos a 40C no escuro e após esse período, 

fixamos as células com 150 µL de paraformaldeído a 1% à temperatura ambiente. 

Transferimos as células fixadas para os tubos de polipropileno para FACS devidamente 

numerados e já contendo 150 µL de PBS 1X. Procedemos imediatamente com a leitura em 

citômetro de fluxo ou armazenamos a 4º C, no escuro, por no máximo 7 dias. Foram 

adquiridos 10.000 eventos, aproximadamente, de cada amostra no citômetro de fluxo FACS 

Calibur (BenctonDickinson, California, EUA) ou Accuri (Accuri Cytometers Ltda, UK) e os 

dados foram analisados utilizando o programa FlowJo (v.7.6.1). A marcação com CFSE foi 

detectada pela emissão de fluorescência, aproximadamente, no comprimento de onda 517 nm 

(verde), a marcação com R-PE foi detectada pela emissão de fluorescência no comprimento 

de onda 575 nm (laranja) e a marcação com PE-Cy5 foi detectada pela emissão no 

comprimento de onda 670 nm (vermelho). 

A determinação das porcentagens de linfócitos T CD4+ e CD8+ ativados e 

proliferativos foi realizada da seguinte forma: selecionamos inicialmente um gating de 

linfócitos pelo tamanho (FSC- eixo X) e granulosidade (SSC – eixo Y) e a partir deste, 

selecionamos populações de células CD4+ (eixo X) ou CD8+ (eixo Y) através de dois novos 

gatings. A partir destes gatings, foi marcada a porcentagem das células CFSElow 

proliferativas CD8+ ou CD4+. 
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4. RESULTADOS 

Neste trabalho, avaliou-se a capacidade do Vírus da Febre Amarela 17D de expressar  

antígenos do parasito Trypanosoma cruzi e de induzir resposta imune específica. 

Inicialmente, três vírus YF17D recombinantes foram obtidos, através da tecnologia do clone 

infeccioso (Rice et al., 1989). Escolhemos expressar o peptídeo TEWETGQI por ter sido 

descrito como um indutor de células T CD8+ produtoras de IFN-γ, tendo sido associado à 

indução de proteção induzida pela ASP-2, proteína de superfície de amastigota 2 de T. cruzi. 

Este peptídeo mapeia na posição 320-327 de ASP-2. Seqüências codificadoras deste epítopo 

foram clonadas em duas regiões do genoma do vírus da febre amarela: (1) no gene E, na 

região correspondente à alça entre as fitas beta f e g da proteína E (domínio II) do Vírus da 

Febre Amarela (vírus YF 17D/E200/Tc), e (2) na região intergênica NS2B/NS3, onde a 

inserção heteróloga foi flanqueada por seqüências codantes de motivos de clivagem pela 

protease viral NS2B/NS3 (vírus YF 17D/NS2B3/Tc). Vírus viáveis, com base nestas 

abordagens foram descritos anteriormente (Bonaldo et al., 2002, 2005; McAllister et al., 

2000; Tao et al., 2005). Estes resultados estão descritos na Parte I de resultados desta tese. 

Utilizando uma terceira metodologia de clonagem (que permite a inserção de 

fragmentos maiores), decidimos inserir um trecho imunogênico de 120 aminoácidos de ASP-2 

(posição 261-380) entre as proteínas E e NS1, originando o terceiro vírus (vírus YF 

17D/ENS1/Tc). Esta abordagem foi estabelecida anteriormente (Bonaldo et al., 2007). 

Posteriormente, utilizamos a formulação de dois dos vírus recombinantes desenvolvidos neste 

trabalho (YF17D/ENS1/Tc e YF17D/NS2B3/Tc) em ensaios de imunização, para avaliar a 

resposta imunológica de camundongos suscetíveis a uma dose letal de Trypanosoma cruzi. 

Estes resultados estão descritos na Parte II de resultados desta tese.  

O esquema mostrado na Figura 4.1 apresenta as três regiões do genoma do Vírus da 

Febre Amarela que foram alvo das construções descritas neste trabalho.  
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Figura 4.1 – Desenho esquemático do genoma do vírus YF17D e os sítios correspondentes às regiões 

de inserção dos antígenos da proteína ASP-2 de T. cruzi. O genoma do vírus da Febre Amarela (A) é 

traduzido em uma poliproteína precursora de 3.411 aminoácidos (B), a qual sofre um processamento 

proteolítico por proteases virais e do hospedeiro. Setas brancas indicam sítios de clivagem da protease 

viral NS2B/NS3, para geração de proteínas virais no lado citoplasmático da célula. Setas escuras 

indicam sítios de clivagem pela peptidase sinal (signalase) do hospedeiro. Outros motivos de 

processamento proteolítico da poliproteína viral são indicados pelo triângulo em aberto, que indica 

sítio de clivagem pela furina, e pelo triângulo escuro, que indica sítio de clivagem por protease 

desconhecida do hospedeiro. Epítopo TEWETGQI foi inserido em duas posições distintas: (��) no 

Domínio II da proteína de Envelope (E), originando o vírus YF17D/E200/Tc e (��) na região 

intergênica da protease viral NS2B/NS3, originando o vírus YF17D/NS2B3/Tc. Por ultimo, ASP-2261-

380 (T. cruzi) foi inserido entre as proteínas E e NS1 (��), originando o vírus YF17D/ENS1/Tc 
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PARTE I - Obtenção e caracterização dos vírus YF 17D/E200/Tc e YF 17D/NS2B3/Tc 

 

4.1. Obtenção dos vírus YF17D recombinantes para o epítopo TEWETGQI da 

proteína ASP-2 de Trypanosoma cruzi: vírus YF 17D/E200/Tc e YF 

17D/NS2B3/Tc 

 

4.1.1. Construção do plasmídeo recombinante  pE200/Tc 

 

A construção deste vírus baseou-se na metodologia de inserção na região codante 

da alça f g da proteína E (Domínio II ou de dimerização) do vírus da febre amarela, descrita 

previamente por Bonaldo e equipe (2002, 2005). A clonagem neste sítio foi possível devido 

aos estudos que elucidaram a estrutura tridimensional da proteína de Envelope (E), conforme 

foi previamente descrito para o vírus TBEV, DENV2 e JEV (Rey et al., 1995; Modis et al., 

2003; Wu et al., 2003). O epítopo TEWETGQI é de caráter hidrofílico e apresenta um índice 

de hidropaticidade (GRAVY ou Grand average of hidropathicity index) de -1,087, conforme 

calculado pelo programa ProtParam, disponível no site http://www.expasy.org/tools/ 

protparam.html. Esta análise preliminar indicou que o epítopo, devido ao seu caráter 

hidrofílico, poderia ser clonado e expresso na superfície da proteína E do vírus da febre 

amarela. 

Para a inserção e expressão do epítopo TEWETGQI pelo vírus FA foi utilizado o 

sistema de dois plasmídeos do clone infeccioso, a partir do qual se obteve um molde de cDNA 

genômico viral que foi então submetido à transcrição in vitro para obtenção de RNA viral 

para ser utilizado na transfecção celular para geração de partículas virais infectivas. Este 

sistema tem por base dois plasmídeos: pYFE200 e pT3, derivados dos plasmídeos pYF5`3`IV 

e pYFM5.2, respectivamente, cujo cDNA viral foi obtido de um clone da sub-cepa YF17D 

204 (Rice et al., 1989).  Neste trabalho, foi utilizado um derivado do plasmídeo pYFE200 

(Bonaldo et al., 2002), que além de possuir mutações no nucleotídeo 1.568 do genoma viral, 

que permitiram a criação do sítio Eco RV (GAT/ATC) para inserção de seqüências na região 

codante para a alça fg da proteína E, conforme descrito por Bonaldo et al., 2002 (Figura 

4.2A), possui um motivo de N-glicosilação na posição 154 da proteína E. A clonagem 

molecular da seqüência codante do epítopo TEWETQGI (posição de aminoácidos de 320 a 

327) da proteína ASP-2 no pYFE200 foi feita pelo uso de um par de oligonucleotídeos 

sintéticos complementares, com freqüência de códons otimizada para a do vírus da febre 

amarela, que após pareamento e clonagem no sítio de restrição EcoRV de pYFE200 
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glicosilado, resultou em um plasmídeo recombinante denominado de pYFE200/Tc (Figura 

4.2B). 

 

A) 

 

 

B) 

 

Figura 4.2 – Construção do plasmídeo pYFE200/Tc. (A) Alinhamento da região-alvo de expressão na 

proteína E nos vírus YF17D e no vírus recombinante YF17D/E200/Tc expressando epítopo 

TEWETGQI de ASP-2. As fitas β f e g são mostradas. Os resíduos de aminoácidos DI (presentes na 

seqüência do vírus recombinante YF17D/E200/Tc) representam mutações ocorridas na alça fg 

decorrentes da introdução do sítio de clonagem EcoRV no genoma viral. B) Mapa físico do plasmídeo 

pYFE200-Tc contendo a inserção correspondente ao epítopo TEWETGQI. Em azul sólido, 

extremidade 5` e em azul rachurado, extremidade 3’ do cDNA de YF com marcação para os sítios de 

restrição das enzimas NsiI e SalI, respectivamente. Em vermelho rachurado, a origem de replicação do 

plasmídeo (ori) e região codificante para resistência a Ampicilina (AmpR). Em vermelho sólido, 

seqüência do promotor SP6 polimerase. Marcação de região de restrição para NotI (posição 6.682 nt). 

Imagem gerada em Gene Construction Kit v. 2.5. 

 



 

Como parte dos procedimentos de pré

realizamos uma digestão com as enzimas 

oligonucleotídeos no sítio 

inserção, identificamos os clones plasmidiais recombinantes pela digestão única com 

que apresentaram uma banda única de tamanho de cerca de 7 kb, quando analisada por 

eletroforese em gel de agarose. Os clones plasmidiais não recombinantes apresentavam duas 

bandas, uma de tamanho correspondente ao fragmento de 1.815 pb e outra correspondente ao 

fragmento de 5.114 pb (Figura 4.3).

Cerca de 80% dos clones analisados pela dupla

linearizados, sendo assim inicialmente considerados positivos para 

submetidos ao seqüenciamento nucleotídico da região genômica contendo a seqüência do sítio 

de inserção, correspondente à alça entre as fitas 

confirmar a integridade e a orientação do inserto. 

seqüenciados apresentou a seqüência em leitura de fase correta. Esta clonagem por não ser 

unidirecional, de fato permite a clonagem de inserto em fase de leitura invertida. O plasmídeo 

selecionado foi utilizado para

Figura 4.3 – Perfis de plasmídeos pYFE200 recombinantes submetidos à digestão por 

em análise por eletroforese em gel de agarose. C

não clonado e de 2 a 9 

lambda/HindIII.  

 

4.1.2. Construção do plasmídeo recombinante pT3NS2B3/Tc

 

A segunda estratégia foi a expressão do mesmo epítopo (TEWETGQI), 

franqueado pelo sítio de reconhecimento da protease viral 

entre as proteínas não-estruturais NS2B e NS3 do genoma viral. Esta abordagem já foi 

descrita na literatura, para a clonagem e expressão de epítopos indutores de células T CD8
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Como parte dos procedimentos de pré-seleção dos plasmídeos recombinantes, 

realizamos uma digestão com as enzimas EcoRV e NotI. Como a clonagem dos 

oligonucleotídeos no sítio EcoRV promove sua extinção, e este sítio não está presente na 

camos os clones plasmidiais recombinantes pela digestão única com 

que apresentaram uma banda única de tamanho de cerca de 7 kb, quando analisada por 

eletroforese em gel de agarose. Os clones plasmidiais não recombinantes apresentavam duas 

uma de tamanho correspondente ao fragmento de 1.815 pb e outra correspondente ao 

fragmento de 5.114 pb (Figura 4.3). 

Cerca de 80% dos clones analisados pela dupla-digestão, apresentaram

linearizados, sendo assim inicialmente considerados positivos para o inserto. Estes foram 

submetidos ao seqüenciamento nucleotídico da região genômica contendo a seqüência do sítio 

de inserção, correspondente à alça entre as fitas f e g da proteína E com o objetivo de se 

confirmar a integridade e a orientação do inserto. Verificamos que apenas um dos dez clones 

seqüenciados apresentou a seqüência em leitura de fase correta. Esta clonagem por não ser 

unidirecional, de fato permite a clonagem de inserto em fase de leitura invertida. O plasmídeo 

selecionado foi utilizado para a confecção do molde de cDNA viral. 

Perfis de plasmídeos pYFE200 recombinantes submetidos à digestão por 

em análise por eletroforese em gel de agarose. C- pYFE200 nativo (controle), 1

não clonado e de 2 a 9 – colônias recombinantes de pYFE200. M

Construção do plasmídeo recombinante pT3NS2B3/Tc

A segunda estratégia foi a expressão do mesmo epítopo (TEWETGQI), 

franqueado pelo sítio de reconhecimento da protease viral NS2B/NS3, na região intergênica 

estruturais NS2B e NS3 do genoma viral. Esta abordagem já foi 

descrita na literatura, para a clonagem e expressão de epítopos indutores de células T CD8

seleção dos plasmídeos recombinantes, 

. Como a clonagem dos 

promove sua extinção, e este sítio não está presente na 

camos os clones plasmidiais recombinantes pela digestão única com NotI, e 

que apresentaram uma banda única de tamanho de cerca de 7 kb, quando analisada por 

eletroforese em gel de agarose. Os clones plasmidiais não recombinantes apresentavam duas 

uma de tamanho correspondente ao fragmento de 1.815 pb e outra correspondente ao 

digestão, apresentaram-se 

o inserto. Estes foram 

submetidos ao seqüenciamento nucleotídico da região genômica contendo a seqüência do sítio 

da proteína E com o objetivo de se 

Verificamos que apenas um dos dez clones 

seqüenciados apresentou a seqüência em leitura de fase correta. Esta clonagem por não ser 

unidirecional, de fato permite a clonagem de inserto em fase de leitura invertida. O plasmídeo 

 

Perfis de plasmídeos pYFE200 recombinantes submetidos à digestão por EcoRV e NotI 

pYFE200 nativo (controle), 1- pYFE200 digerido 

colônias recombinantes de pYFE200. M- Marcador molecular 

Construção do plasmídeo recombinante pT3NS2B3/Tc 

A segunda estratégia foi a expressão do mesmo epítopo (TEWETGQI), 

NS2B/NS3, na região intergênica 

estruturais NS2B e NS3 do genoma viral. Esta abordagem já foi 

descrita na literatura, para a clonagem e expressão de epítopos indutores de células T CD8+ 
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em diferentes modelos vacinais, tendo sido eficiente na geração de vírus FA recombinantes 

viáveis (McAllister et al., 2000; Tao et al., 2005; Barba-Spaeth et al., 2005).   

Primeiramente, o plasmídeo pT3 (Figura 4.4A), contendo a porção central do 

genoma de FA, foi modificado para incluir uma seqüência adicional codificadora de seis 

aminoácidos (SPGARRS) entre os genes codantes das proteínas NS2B e NS3. Esta inserção, 

além de levar à duplicação do motivo de clivagem pela protease viral NS2B/NS3, contém um 

sítio para SmaI (CCC/GGG), que possibilita a clonagem direta de insertos heterólogos através 

de qualquer par de oligonucleotídeos pareados que possuam extremidades cegas. O plasmídeo 

modificado foi denominado pT3/SmaI (Figura 4.4B). Após a inserção da seqüência 

codificadora do epítopo TEWETGQI de T. cruzi em sítio SmaI, no plasmídeo pT3/SmaI, 

foram selecionadas colônias de E. coli transformadas, que foram submetidas à extração de 

DNA plasmidial. Os plasmídeos recombinantes foram então, denominados de pT3NS2B3/Tc 

(Figura 4.4C e 4.5). 

 

Figura 4.4 – Esquema representando as diferentes regiões intergênicas NS2B/NS3 codificadas pelos 

plasmídeos pT3, pT3/SmaI e  pT3NS2B3/Tc, que correspondem a: (A) seqüência de aminoácidos do 

C-terminal de NS2B e N-terminal NS3 no genoma de YF 17D original, (B) seqüência duplicada de 

reconhecimento da protease viral (GARRS), na qual é indicada a posição que corresponde a inserção 

no genoma viral pelo sítio SmaI e (C) epítopo TEWETGQI inserido na seqüência GARRS de modo a 

ser flanqueado pelos dois motivos de clivagem da protease viral, para o seu correto processamento, 

assim como das proteínas virais NS2B e NS3. 
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Figura 4.5 – Mapa físico do plasmídeo pT3NS2B3/Tc contendo inserto TEWETGQI (posição 3.213 

nt) de T. cruzi. As regiões em azul correspondem à região central do genoma de FA, na qual estão 

sinalizados os sítios de restrição da enzima AatII (posições 9.897 e 7.085 nt). Em cinza rachurado, são 

mostrados a origem de replicação do plasmídeo (ori) e o gene de resistência a Ampicilina (AmpR). 

Imagem gerada em Gene Construction Kit v. 2.5. 

 

Os plasmídeos recombinantes foram submetidos a uma clivagem com Sma I e 

AatII, e analisados por eletroforese em gel de agarose, o que possibilitou a identificação de 

seis clones plasmidiais recombinantes pela presença de bandas de 7.169 pb e 2.812 pb 

decorrentes da clivagem de AatII nas posições 7.085 e 9.897. A presença de um padrão de 

bandas 2.812, 3.297 e 3.872 pb indicou um plasmídeo não recombinante devido à presença do 

sítio SmaI na posição 3.213 nucleotídica (Figura 4.6). O seqüenciamento desta região revelou 

que duas das seis colônias analisadas possuíam o inserto na orientação correta. O plasmídeo 

selecionado foi utilizado para a confecção do molde de cDNA viral. 

 

 



 

Figura 4.6 – Perfil de pT3NS2B3/Tc submetido à dupla

eletroforese em gel de agarose. C: plasmídeo pT3/

recombinantes para TEWETGQI. M

 

4.1.3. Obtenção dos vírus recombinantes YF 17D

 

Os plasmídeos criados neste trabalho foram utilizados na geração de molde de 

cDNA viral para a síntese de RNA viral (Figura 4.7). Duas misturas contendo os plasmídeos 

pYFE200/Tc e pT3 parental ou pT3NS2B3/Tc e pYFE200 parental foram submetidas à 

digestão por NsiI e SalI (Figura 4.7A). Os produtos de digestão dos plasmídeos pE200T3/Tc e 

pT3NS2B3E200/Tc foram ligados pela enzima T4 DNA Ligase (Figura 4.7B) e 

posteriormente, linearizados com a enzima de restrição 

moldes de cDNA foram montados e a partir destes, as amostras de RNA viral foram obtidas 

através da reação de transcrição 

secundárias e terciárias de RNA e ao fato do gel não ser desnaturante, a migração do RNA 

não foi utilizada para aferir o peso molecular do RNA transcrito, porém, podemos observar 

que as bandas correspondentes ao RNA infectivo migram ent

bandas correspondem a RNAs com

transcrição de moldes de cDNA viral incompletos.
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Perfil de pT3NS2B3/Tc submetido à dupla-digestão por Sma I 

eletroforese em gel de agarose. C: plasmídeo pT3/SmaI não-recombinante; 1

recombinantes para TEWETGQI. M- Marcador molecular lambda/HindIII.  

Obtenção dos vírus recombinantes YF 17D 

Os plasmídeos criados neste trabalho foram utilizados na geração de molde de 

cDNA viral para a síntese de RNA viral (Figura 4.7). Duas misturas contendo os plasmídeos 

pYFE200/Tc e pT3 parental ou pT3NS2B3/Tc e pYFE200 parental foram submetidas à 

I (Figura 4.7A). Os produtos de digestão dos plasmídeos pE200T3/Tc e 

pT3NS2B3E200/Tc foram ligados pela enzima T4 DNA Ligase (Figura 4.7B) e 

posteriormente, linearizados com a enzima de restrição Xho I (Figura 4.7C). Dessa forma, os 

cDNA foram montados e a partir destes, as amostras de RNA viral foram obtidas 

através da reação de transcrição in vitro (Figura 4.7D). Devido à presença de estruturas 

secundárias e terciárias de RNA e ao fato do gel não ser desnaturante, a migração do RNA 

não foi utilizada para aferir o peso molecular do RNA transcrito, porém, podemos observar 

que as bandas correspondentes ao RNA infectivo migram entre 2 e 3 kb (Figura 4.7D). Outra

correspondem a RNAs com estruturas secundárias e terciárias ou 

transcrição de moldes de cDNA viral incompletos. 

 

 e Aat II, em análise por 

recombinante; 1 – 6: plasmídeos 

Os plasmídeos criados neste trabalho foram utilizados na geração de molde de 

cDNA viral para a síntese de RNA viral (Figura 4.7). Duas misturas contendo os plasmídeos 

pYFE200/Tc e pT3 parental ou pT3NS2B3/Tc e pYFE200 parental foram submetidas à 

I (Figura 4.7A). Os produtos de digestão dos plasmídeos pE200T3/Tc e 

pT3NS2B3E200/Tc foram ligados pela enzima T4 DNA Ligase (Figura 4.7B) e 

I (Figura 4.7C). Dessa forma, os 

cDNA foram montados e a partir destes, as amostras de RNA viral foram obtidas 

(Figura 4.7D). Devido à presença de estruturas 

secundárias e terciárias de RNA e ao fato do gel não ser desnaturante, a migração do RNA 

não foi utilizada para aferir o peso molecular do RNA transcrito, porém, podemos observar 

re 2 e 3 kb (Figura 4.7D). Outras 

estruturas secundárias e terciárias ou a subprodutos de 
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Figura 4.7 - Construção do molde de cDNA viral. A) Digestão por NsiI e SalI de plasmídeos 

recombinantes: 1 – pYFE200/Tc e pT3 parental; 2 – pT3NS2B3/Tc e pYFE200 parental. B) Ligação 

dos fragmentos utilizando T4 DNA Ligase: 3 – pYFE200T3/Tc; 4 - pT3NS2B3E200/Tc. C) 

Linearização das ligações plasmidiais com XhoI: 5 - pYFE200T3/Tc; 6 - pT3NS2B3E200/Tc. A seta 

indica fragmento de cerca de 16 kb, correspondente ao cDNA genômico viral. D) Preparação de RNA 

viral obtida através de transcrição in vitro dos seguintes moldes de cDNA: 7 - do vírus YF 

17D/E200/Tc; 8 – do vírus YF 17D/NS2B3/Tc. Seta indica marcação de migração do RNA infectivo 

(entre 2 e 3 kb). M: lambda/HindIII. 

 

Após a transfecção das preparações de RNAs dos vírus recombinantes de YF17D 

em células Vero, pudemos observar o aparecimento de efeito citopático (CPE) entre 72 h e 96 

h de incubação. O vírus que contém o inserto de T. cruzi no Envelope do Vírus da Febre 

Amarela foi denominado YF17D/E200/Tc e o que contém o referido inserto na região 

intergênica NS2B/NS3 foi denominado YF17D/NS2B3/Tc. 

 

4.2. Caracterização biológica dos vírus recombinantes YF 17D/E200/Tc e YF 

17D/NS2B3/Tc 

 

4.2.1. Produção de estoques virais e titulação 

 

Os vírus recombinantes YF17D/NS2B3/Tc e YF17D/E200/Tc continham as 

inserções íntegras nas suas respectivas regiões genômicas, conforme pôde ser comprovado 

por seqüenciamento nucleotídico dos fragmentos de 720 pb e 859 pb obtidos por RT-PCR, 

respectivamente. Pôde-se então preparar estoques virais de segunda passagem celular (2P) 

que também continham inserções íntegras. As alíquotas dos estoques 2P foram usadas para 
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todos os subseqüentes estudos deste experimento. Os títulos virais obtidos nestas preparações 

são mostrados na Tabela 4.1. 

 

Tabela 4.1 – Títulos dos vírus YF 17D recombinantes para o epítopo TEWETGQI de T.cruzi 

Vírus 
Título 

Inserto Localização (nt) 
PFU / mL log10 PFU/mL 

YF17D/NS2B3/Tc 5,49 x 106 6,74 TEWETGQI 4.574 (NS2B/NS3) 

YF17D/E200/Tc 6,26 x 106 6,80 TEWETGQI 1.568 (alça fg - E) 

 

 

4.2.2. Determinação da proliferação viral em células Vero e do fenótipo de 

placas de lise celular 

 

Os vírus recombinantes YF 17D/NS2B3/Tc e YF 17D/E200/Tc foram analisados 

pelas suas propriedades de crescimento em células Vero em comparação com os vírus 

controles, o vírus vacinal da Febre Amarela 17DD e o vírus parental 17D/E200T3 (Bonaldo et 

al., 2002).  Três experimentos independentes foram realizados empregando uma MOI de 0,02. 

Na Figura 4.8A é mostrada a curva de replicação obtida pelos vírus de FA. O pico de 

crescimento para todos os vírus foi em 72 h após a infecção celular com a produção máxima 

para o vírus YF 17DD (6,79 ± 0,34 log10 PFU / mL). Os picos de crescimentos obtidos pelo 

vírus controle parental 17D/E200T3 (6,42 ± 0,14 log10 PFU / mL) ou pelos recombinantes 

YF17D/E200/Tc (6,38 ± 0,12 log10 PFU / mL) e YF17D/NS2B3/Tc (6,68 ± 0,12 log10 PFU / 

mL) foram próximos ao determinado para o vírus vacinal (Tabela 4.2; em negrito). Assim, as 

diferenças entre eles não foram estatisticamente significativas (teste One-way -ANOVA, P = 

0,88). No entanto, o crescimento de YF17D/E200/Tc em 48h pós-infecção foi menor quando 

comparado aos outros vírus. 

A Figura 4.8B mostra a redução do tamanho de placa de ambos os vírus 

recombinantes em comparação com YF 17DD. Trabalhos anteriores mostraram que YF 

17D/E200T3 gerou um tamanho de placa intermediário, mais reduzido do que YF 17DD 

porém, maior do que as placas geradas pelos recombinantes (dados não mostrados). 
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Figura 4.8 – Caracterização dos vírus YF 17D recombinantes. A) Curva de replicação dos vírus 

recombinantes e parentais em células Vero: YF 17D/NS2B3/Tc (triângulos) e YF 17D/E200/Tc 

(quadrados), parentais  YF 17D/E200T3 (círculos em linha descontínua) e YF 17DD (círculos 

brancos, linha cheia). Cada ponto representa o título médio e o desvio-padrão, obtidos de três 

experimentos independentes. B) Morfologia de placas virais, em células Vero. 

 

Tabela 4.2 - Valores médios com desvio-padrão (log10 PFU/mL) de títulos virais nos tempos 

coletados. Os títulos máximos obtidos em relação a cada vírus YF 17D são destacados em negrito. 

Vírus 24h 48h 72h 96h 120h 144h 

 
YF17DD 

 
4,49±0,46 6,48±0,48 6,79±0,34 6,57±0,41 6,44±0,16 6,51±0,48 

 
YF17D/E200T3 

 
4,50±0,23 6,12±0,07 6,42±0,14 6,36±0,26 6,34±0,15 6,39±0,34 

 
YF17D/E200/Tc 

 
4,06±0,26 5,43±0,30 6,38±0,12 6,27±0,20 6,35±0,09 6,41±0,37 

 
YF17D/NS2B3/Tc 

 
3,98±0,30 

 
5,83±0,42 

 
6,68±0,12 

 
6,26±0,22 

 
6,33±0,09 

 
6,43±0,41 
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4.2.3. Estabilidade genética da inserção heteróloga 

 

Para avaliar a estabilidade da inserção heteróloga, expressa pelos dois vírus 

recombinantes YF17D, realizamos duas séries independentes de passagens seriadas dos vírus 

em células Vero infectando as células com um MOI de 0,02. A cada passagem seriada, 

realizamos titulações a partir do sobrenadante celular de cada duplicata (P1 e P2) a fim de se 

verificar e calcular a MOI, a qual foi mantida em valores até 0,02 por todo o experimento 

(Tabelas 4.3 e 4.4). Não observamos diferenças entre os títulos obtidos.  

 

Tabela 4.3 – Título em log10 PFU/mL e MOI do vírus YF17D/NS2B3/Tc da terceira até a oitava 

passagem em células Vero 

Passagem P1 

 

Título (log10 

PFU/mL) 

 

MOI Passagem P2 
Título (log10

 

PFU/mL) 
MOI 

3P1 6,51 0,01 3P2 6,60 0,01 

4P1 6,34 0,008 4P2 6,59 0,01 

5P1 6,50 0,02 5P2 6,54 0,01 

6P1 6,45 0,02 6P2 6,41 0,01 

7P1 6,85 0,05 7P2 6,36 0,01 

8P1 6,50 0,02 8P2 6,55 0,01 

 

 

Tabela 4.4 – Título em log10 PFU/mL e MOI do vírus YF17D/E200/Tc da terceira até a oitava 

passagem em células Vero 

Passagem P1 

 

Título (log10 

PFU/mL) 

MOI Passagem P2 

 

Título (log10
 

PFU/mL) 

MOI 

3P1 6,70 0,01 3P2 6,41 0,008 

4P1 6,58 0,01 4P2 6,73 0,01 

5P1 6,43 0,01 5P2 6,50 0,01 

6P1 6,58 0,02 6P2 6,89 0,07 

7P1 6,45 0,02 7P2 6,60 0,02 

8P1 6,50 0,02 8P2 6,55 0,01 
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Reações de RT-PCR foram feitas com o sobrenadante celular da 2ª, 5ª e 8ª 

passagens seriadas em células Vero, utilizando-se dos mesmos oligonucleotídeos empregados 

para a análise da integridade da inserção no estoque viral (2P). Os vírus recombinantes 

YF17D/NS2B3/Tc e YF17D/E200/Tc geraram fragmentos de 720 pb e  859 pb, 

respectivamente, conforme esperado, e estes foram submetidos ao seqüenciamento 

nucleotídico para verificação da integridade da inserção heteróloga. Foi visto que a seqüência 

que codifica para TEWETGQI pôde ser detectada em todas as passagens, tanto na região 

intergênica NS2B / NS3 quanto na proteína E, indicando que ambos os vírus são 

geneticamente estáveis, pelo menos, até a 8ª passagem. 

 

4.2.4. Expressão do epítopo TEWETGQI pelos recombinantes 

 

Para confirmarmos a expressão do epítopo de T. cruzi (TEWETGQI) pelos vírus 

recombinantes YF17D/E200/Tc e YF17D/NS2B3/Tc, realizamos um teste de 

imunofluorescência indireta utilizando como fonte de anticorpos primários um soro policlonal 

hiperimune direcionado a YF 17D (HIYF) ou um soro policlonal de camundongo anti-

TEWETGQI. Como pode ser observado na Figura 4.9, o soro hiperimune anti-FA pôde 

detectar antígenos do Vírus da Febre Amarela em todas as condições de células Vero 

infectadas, enquanto que o anticorpo anti-TEWETGQI só foi capaz de marcar  células Vero as 

quais foram infectadas, quer pelo YF17D/E200/Tc YF ou pelo vírus YF17D/NS2B3/Tc. Estes 

resultados demonstram que ambos os vírus recombinantes são capazes de expressar o epítopo 

TEWETGQI. As imagens sugerem que o vírus YF17D/NS2B3/Tc pode expressar o peptídeo 

heterólogo de forma pontual e dispersa pelo citoplasma da célula, quando comparado ao 

YF17D/E200/Tc, cuja marcação parece estar mais proximamente localizada à região 

perinuclear. 
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Figura 4.9 - Expressão do epítopo TEWETGQI da proteína ASP-2 de T. cruzi em células infectadas 

com os vírus YF17D/E200/Tc e YF17D/NS2B3/Tc. Imunofluorescência indireta de células Vero 

infectadas com os vírus recombinantes, vírus vacinal YF 17DD ou não infectados (Meio Earle 199) e 

marcadas com um soro policlonal hiperimune para YF 17D (HIYF) ou anticorpo policlonal dirigido 

para o epítopo TEWETGQI. Anticorpos secundários utilizados foram Alexa Fluor 488 anti-IgG e 

Alexa Fluor 546 anti-IgG para HIYF (cor verde) ou anti-TEWETGQI (cor vermelha), 

respectivamente. 

 

4.2.5. Grau de atenuação dos vírus em camundongos Suíços (neurovirulência) 

 

É sabido que o vírus YF 17D apresenta um grau considerável de neurovirulência 

em camundongos (Monath, 1999). Ainda que o teste de neurovirulência em camundongos não 

seja preditivo da atenuação ou virulência do Vírus da Febre Amarela para o homem, este teste 

é adotado para avaliar o grau de atenuação do vírus recombinante em comparação com a 

vacina YF 17DD.  

Esta característica fenotípica para os vírus YF17D/E200/Tc e YF17D/NS2B3/Tc 

foi verificada pela inoculação intracerebral de camundongos. Após 21 dias de 

acompanhamento diário, pôde-se estabelecer  a taxa de mortalidade e tempo médio de 

sobrevivência (AST do inglês Average survival time) dos animais inoculados, conforme pode 

ser visto na Tabela 4.5 e Figura 4.10. Os vírus recombinantes foram significativamente menos 

letais do que o vírus vacinal YF 17DD, que matou 29 dos 30 animais com um tempo médio de 

sobrevivência (AST) de 10 ± 2 dias, em contraste com 8 de 30 mortos, por YF17D/NS2B3/Tc 

e 1 de 30, por YF17D/E200/Tc, que apresentaram valores de AST de 12 ± 4 dias e de 13 ± 0 

dias, respectivamente. As diferenças nas taxas de mortalidade entre os grupos após 21 dias 
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foram estatisticamente significativas (teste de Log-Rank, P < 0,0001), conforme visto na 

Figura 4.10. Os animais inoculados com YF17D/E200/Tc experimentaram uma mortalidade 

significativamente menor em comparação com os inoculados com YF17D/NS2B3/Tc (teste 

de Log-Rank, P < 0,0001). Estes resultados indicam que os vírus recombinantes apresentam 

um maior grau de atenuação, em contrapartida da vacina YF 17DD. 

 

Tabela 4.5. Neurovirulência dos vírus YF 17D em camundongos Suíços 

Inóculo 
Dose 

(log10 PFU) 
% mortalidade 
(morto/testado) 

Tempo Médio de 
Sobrevida 
± SD (dias) 

Controle (Mock) - 0 (0/30) - 

YF 17DD (vacinal) 1,0 97 (29/30) 10 ± 2 

YF17D/NS2B3/Tc 1,0 27 (8/30)* 12 ± 4 

YF17D/E200/Tc 1,0 3 (1/30) * 13 ± 0 
b  O grupo controle foi inoculado via intra-cerebral com apenas Meio Earle 199. 

* P < 0,05 , teste Log-Rank (Mantel-Cox) 

 

 

Figura 4.10 – Curva de sobrevida de camundongos Suíços inoculados pela via intra-cerebral com 

1.000 PFU de cada vírus. O acompanhamento de sobrevida foi feito até 21 dias após inoculo. *** P < 

0.0001, teste Log-Rank (Mantel-Cox). A diferença estatística entre os dois vírus recombinantes foi de 

P = 0,01. 
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4.3. Estabelecimento do modelo experimental murino de haplotipo H2-Kk de MHC 

classe I para avaliação da imunogenicidade dos vírus YF 17D recombinantes 

para T. cruzi 

 

Sabemos que a resposta imunológica celular está restrita ao repertório genético do 

complexo de histocompatibilidade (MHC), o qual envolve diferentes alelos, assim como o 

HLA em humanos. Como em nosso trabalho, o enfoque é dado à indução de resposta celular 

T CD8+ gerada pela apresentação do peptídeo TEWETGQI, optamos por utilizar o sistema 

murino para o qual, TEWETGQI é imunodominante, que foi o de haplótipo H2-Kk de MHC 

classe I (Araújo et al., 2005). Este dado também foi confirmado neste trabalho ao realizarmos 

uma análise computacional pelo programa SYFPEITHI de predição de epítopos do fragmento 

de 120 resíduos de aminoácidos da proteína ASP-2 (ASP-2261-380) que foi clonado e expresso 

pelo vírus recombinante YF17D/ENS1/Tc, descrito na parte II de resultados. A análise feita 

utiliza algoritmos que podem predizer epítopos com maior probabilidade de ligação a um 

determinado alelo de MHC. A tabela 4.6 apresenta a lista dos seis primeiros octâmeros de 

maior probabilidade de processamento e apresentação via MHC classe I a linfócitos T do 

haplótipo H2-Kk, presente na linhagem A/J. O epítopo TEWETGQI teve nesta análise o maior 

score de probabilidade de ligação. 

 

Tabela 4.6 – Predição de epítopos (octâmeros) no fragmento de 120 aminoácidos de ASP-2 (ASP-2261-

380) em ligação ao MHC murino H2-Kk 

 

Colocação* Octâmeros H2-Kk 
Pontuação 
(score)** 

Posição ASP-2 
(aminoácidos) 

1 T E W E T G Q I 22 320 - 327 

2 T D K G N T W V 19 297 - 304 

3 T E A I G T L S 16 350 - 357 

4 I F R V G A L I 14 372 - 379 

5 V T A G G S G I 13 263 - 270 

6 T A G G S G I V 13 264 - 271 

**Pontuação baseada na força de ligação de cada seqüência de aminoácidos a um MHC específico, 

considerando-se o grau de conservação dos motivos de ancoramento.  

Fonte: SYFPEITHI Site: http://www.syfpeithi.de – Rammensee et al., 1999. 
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4.3.1. Susceptibilidade das linhagens C3H/HeJ e A/J à infecção por Trypanosoma 

cruzi cepa Y 

 

Nesta etapa do trabalho, estabelecemos o grau de suscetibilidade das linhagens 

C3H/HeJ e A/J à infecção por formas tripomastigotas de cepa Y de T. cruzi. Decidimos por 

comparar porcentagens de sobrevida após um desafio letal, testando dois inóculos (100 e 250 

tripomastigotas sanguíneos) em duas linhagens H2-Kk (Figura 4.11). A linhagem C3H/HeJ foi 

uma opção testada pelo fato desta linhagem também apresentar uma alta susceptibilidade à T. 

cruzi. No entanto, verificamos que 100% dos animais da linhagem A/J morrem após 25 dpi, 

tanto com um inóculo de 100 ou 250 parasitos, ao contrário de C3H/HeJ, que teve uma 

mortalidade de apenas 75% dos animais com um inóculo de 100 parasitos e uma mortalidade 

de 100%, porém observada somente após 29 dpi, quando os animais foram inoculados com 

uma quantidade maior de T. cruzi, equivalente a 250 parasitos. 

 

 

Figura 4.11 – Curva de sobrevida (%) em camundongos C3H/HeJ e A/J infectados com inóculos de 

tripomastigotas de T. cruzi (cepa Y).  Os animais foram infectados com 100 parasitos ou 250 parasitos 

e avaliados diariamente por até 35 dpi (dias após infecção). 

 

Decidimos por avaliar em A/J os níveis parasitêmicos obtidos pela infecção de 

250 tripomastigotas de T. cruzi. As figuras 4.12A e 4.12B mostram que esta linhagem produz 

um pico médio parasitêmico de 407 x 104 parasitos / mL ± 196 em torno do 10º dia após 

infecção (dpi), acompanhado de perda de peso (Figura 4.12C). O nível parasitêmico decresce 
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até o 17º dpi, atingindo 17 x 104 parasitos / mL ± 25, coincidindo com o início da mortalidade 

dos camundongos infectados (Figura 4.12D) que prossegue até o 19º ou 20º dpi, em que 

100% dos camundongos infectados por T. cruzi morrem. Avaliamos também que a 

mortalidade cumulativa de camundongos submetidos ao ensaio de parasitemia (G1) pouco se 

alterou em comparação com o grupo de camundongos que não foi submetido ao ensaio de 

parasitemia (G2) (Figura 4.12D). 

 

Figura 4.12 – Avaliação da infecção por T.cruzi (cepa Y) de camundongos A/J frente a um inóculo 

intraperitoneal de 250 tripomastigotas. (A) Parasitemia individual de 5 animais, B) Média da 

parasitemia (n=5), (C) Peso dos animais ao longo da infecção por T. cruzi, e (D) Mortalidade 

cumulativa (%) de grupos de camundongos infectados e avaliados pelo ensaio de parasitemia (G1) ou 

não (G2). 

 

4.3.2. Susceptibilidade dos camundongos A/J ao Vírus YF 17DD 

 

Apesar de sabermos sobre a susceptibilidade da linhagem A/J frente à infecção 

por T. cruzi, não sabíamos se esta linhagem era de fato suscetível à infecção pelo vírus YF 

17DD. Para este propósito, os camundongos foram vacinados ou não com duas doses de YF 

17DD ou vírus recombinante YF17D/NS2B3/Tc e desafiados, duas semanas após, com um 

inóculo intracerebral (i.c.) do mesmo vírus. Utilizamos o vírus YF17D/NS2B3/Tc por ter sido 

o vírus que se mostrou menos atenuado quando inoculado i.c. (ensaio de neurovirulência). 
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Tanto os camundongos A/J imunizados com YF 17DD quanto com o vírus 

recombinante YF17D/NS2B3/Tc ficaram completamente protegidos contra o desafio letal i.c. 

pelo YF 17DD (Figura 4.13, Tabela 4.7). Em contraste, o grupo não-imunizado (Mock), não 

protegido, morreu entre o 9º e o 13º dias (AST = 11,4) após desafio com YF 17DD. 

 

 

Figura 4.13- Curva de percentagem de sobrevida de camundongos vacinados A/J frente a um desafio 

intracerebral com o vírus YF17DD. Camundongos foram imunizados ou não com o vírus vacinal 

YF17DD ou com o vírus YF17D/NS2B3/Tc. Duas semanas após, os animais foram desafiados com 

um inóculo i.c. de 5.000 PFU/mL do vírus YF17DD. Os dados são representativos de dois 

experimentos independentes. 

 

4.3.3. Determinação da indução de anticorpos neutralizantes para o Vírus da 

Febre Amarela em camundongos A/J 

 

A próxima etapa foi a de examinar se os vírus recombinantes YF17D, contendo o 

epítopo de T. cruzi, seriam capazes de induzir anticorpos neutralizantes ao vírus da FA. A 

imunização de camundongos A/J com o vírus YF 17DD ou com qualquer um dos vírus 

recombinantes foi capaz de induzir após dose única anticorpos neutralizantes para o vírus da 

FA (Tabela 4.7). Após duas doses, observamos que o título de anticorpos aumentou com 

relação à primeira dose, em animais imunizados com YF 17DD (P < 0,05, teste de Tukey). 

Após duas doses, os títulos de anticorpos neutralizantes induzidos pelos vírus recombinantes 

(1:124 para o vírus YF17D/E200/Tc e 1:274 para o vírus YF17D/NS2B3/Tc) foram inferiores 

ao obtido pelo vacinal 17DD (P < 0,05, teste de Tukey), o que pode refletir uma menor 

capacidade de replicação in vivo dos vírus recombinantes.  
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Tabela 4.7. Indução de anticorpos neutralizantes dirigido ao vírus FA em camundongos A/J 

Imunógenoa 
Animais 

(n) 

PRNT50
a Proteção após 

desafio i.c. com   

YF 17D (%) 1 dose 2 doses 

YF 17DD 15 358 ± 119 1007 ± 243** 100 

YF17D/E200/Tc 15 41 ± 12** 124 ± 67** NTb 

YF17D/NS2B3/Tc 15 90 ± 20** 274 ± 240* 100 

Meio Earle 199 15 <10 <10 - 

a Recíproco da diluição em que se encontra 50% de redução de plaques virais devido a anticorpos 

neutralizantes nos soros analisados. Valores representam a média geométrica de 3 experimentos 

independentes (soros em “pool”) ± DP. **, * Títulos significativos estatisticamente (P < 0,05, teste 

Tukey). 
b NT; Não testado 

 

4.4. Avaliação da imunogenicidade viral em camundongos vacinados e/ou desafiados 

com T. cruzi 

 

Tendo mostrado anteriormente que os vírus recombinantes foram capazes de 

gerar títulos significantes de anticorpos neutralizantes para o vírus FA, o próximo passo foi 

avaliar se os vírus FA recombinantes expressando o epítopo TEWETGQI poderiam induzir 

resposta imune celular específica ao vírus FA e para T. cruzi através da detecção de células 

produtoras de IFN-γ (interferon-gama) em baço de camundongos vacinados. Os protocolos de 

imunização foram definidos com base no estudo da literatura para vírus YF17D (Figura 3.8, 

seção Metodologia). 

 

4.4.1. Determinação do número de células de baço produtoras de IFN-γ 

específicas ao epítopo TEWETGQI e ao Vírus FA 

 

Nós tivemos um empenho inicial em padronizar a técnica de ELISPOT, a qual é 

atualmente empregada em nosso laboratório para todas as análises com os YF 17D 

recombinantes gerados. Alguns procedimentos foram incorporados de protocolos de 

ELISPOT disponíveis na literatura (Power et al., 1999; Boscardin et al., 2003), no entanto, 

alguns fatores necessitaram de testes de padronização, os quais foram: 1) tempo para a análise 

de esplenócitos após imunização com os vírus YF 17D recombinantes, 2) concentração de 
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células responsivas in vitro e 3) concentração do peptídeo T. cruzi específico e do vírus 

YF17DD, a serem utilizados como estímulos in vitro. Inicialmente, realizamos a coleta de 

células do baço quatro dias após vacinação, porém verificamos que este tempo poderia ser 

curto para avaliação já que poucos spots específicos foram visualizados pelo ELISPOT. 

Decidimos por coletar estas células no sétimo dia após a vacinação, conforme outros trabalhos 

prévios com YF 17D (McAllister et al., 2000; Maciel et al., 2008), tendo sido o tempo de 

escolha para todas as subseqüentes análises.  

Ao testarmos diferentes concentrações de células de baço (5 x 104, 2 x 105, 1 x 

106) na resposta ao estímulo de ConA, verificamos que a quantidade de  2 x 105 de células era 

suficiente para induzir spots específicos e com pouco fundo (background). Em relação à 

concentração de peptídeo específico, ao testarmos as concentrações de 10 µg/mL e 20 µg/mL 

em 2 x 105 de células oriundas de camundongos imunizados com peptídeo emulsificado em 

Adjuvante de Freund, vimos que a concentração de 10 µg/mL foi suficiente para uma resposta 

específica. Quanto ao uso do vírus inteiro YF 17DD, inativado, como estímulo in vitro, 

testamos duas concentrações: 10.000 PFU/mL e 1.000 PFU/mL. Visto que ambas as 

concentrações induziram números de células produtoras de IFN-γ similares, optamos por 

utilizar a concentração de 1.000 PFU/mL. Este tipo de análise (utilizando-se do vírus 

inativado) deve avaliar a resposta imune celular direcionada à epitopos presentes nas 

proteínas estruturais do vírus.  

De posse desses dados, realizamos o ensaio de ELISPOT a partir de células de 

baço recuperadas de camundongos imunizados ou não sete dias após a segunda dose (dia 22) 

e quinze dias após desafio (dia 58). O 15º dia pós-desafio foi escolhido com base na cinética 

de ativação celular após desafio com T. cruzi (Tzelepis et al., 2006).  

Verificamos que a imunização com os vírus YF 17DD e YF17D/NS2B3/Tc 

induziram células produtoras de IFN-γ especificamente para o vetor vacinal, em comparação 

com o grupo Mock (P < 0,05, teste de Tukey) (Fig.4.14A). No entanto, o vírus 

YF17D/E200/Tc induziu menos do que 52 ± 41 células produtoras de IFN-γ, enquanto que a 

do vírus YF17D/NS2B3/Tc foi capaz de induzir 119 ± 108 células responsivas, semelhante ao 

grupo imunizado com YF 17DD (136 ± 88 células produtoras de IFN-γ). Embora as 

diferenças entre os grupos imunizados com os vírus YF17D/E200/Tc e YF 17DD não tenham 

sido estatisticamente significantes, YF17D/E200/Tc parece ser um vírus limítrofe, que 

apresenta uma resposta específica ao vetor vacinal, porém ainda indistinguível 

estatisticamente do grupo Mock. Nós observamos que a imunização com o peptídeo 

TEWETGQI (emulsificado em adjuvante de Freund) não foi capaz de induzir um número de 
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células produtoras de IFN-γ (6 ± 1) responsivas a YF 17DD, sendo que a diferença entre este 

grupo e os grupos imunizados com o vacinal YF 17DD e YF17D/NS2B3/Tc, que geraram 

forte resposta celular responsiva ao vírus da FA, foram significativas (P < 0,05, teste de 

Tukey).  

Quando avaliamos a resposta de células T CD8+ específicas ao estímulo 

TEWETGQI, detectamos diferenças significativas no número de spots obtidos para o grupo 

vacinado com o vírus YF17D/NS2B3/Tc em comparação com o grupo YF 17DD (P < 0,05, 

teste de Tukey) (Figura 4.14.B). No entanto, não houve diferença estatisticamente 

significativa entre as condições YF17D/E200/Tc e YF 17DD. O vírus YF17D/NS2B3/Tc 

provocou a ocorrência de 151 ± 119 células produtoras de IFN-γ, enquanto que o vírus 

YF17D/E200/Tc induziu 57 ± 44 células produtoras de IFN-γ. A diferença entre os grupos 

recombinantes foi significativa, P < 0,05, teste de Tukey. A imunização com somente o 

peptídeo TEWETGQI emulsificado em adjuvante de Freund (controle positivo) foi capaz de 

induzir cerca de 68 ± 27 células produtoras de IFN-γ, ainda que este valor não tenha sido 

estatisticamente diferente das outras imunizações. 

Em seguida, foi avaliada a expansão de células T CD8+ depois de um desafio 

com tripomastigotas de T. cruzi (Fig.4.14.C). Houve um aumento significativo nos níveis de 

produção de IFN-γ para ambos os vírus recombinantes, com a detecção de 1077 ± 490 células 

responsivas ao peptídeo TEWETGQI para o grupo imunizado com YF17D/NS2B3/Tc e de 

1240 ± 514 células para YF17D/E200/Tc, em contraste com o grupo YF 17DD, com a 

indução de 105 ± 64 células produtoras de IFN-γ (P < 0,05, teste de Tukey). Apesar de ter 

havido uma baixa indução de células pelo vírus YF17D/E200/Tc em ensaios pré-desafio (57 ± 

44), este vírus foi capaz de induzir níveis similares aos induzidos por YF17D/NS2B3/Tc, após 

o desafio (1240 ± 514) (diferenças não estatisticamente significativas). Quanto ao controle 

positivo, nós observamos que este induz 899 ± 527 células responsivas a TEWETGQI, 

estatisticamente diferente de YF 17DD (P < 0,05, teste de Tukey). Todos os grupos 

imunizados apresentaram-se estatisticamente diferentes de Mock, exceto o grupo controle 

negativo, imunizado com YF 17DD. 

 



 

Figura 4.14 - Análise da produção de 

recombinantes 17D e desafiados com 

camundongos A/J que foram imunizados com 

recombinante (YF17D/E200/Tc e YF17D/NS2B3/Tc) uma semana após a última dose ou duas 

semanas após o desafio. (A) Resposta celular após estímu

após uma semana da última dose vacinal; (B) Resposta celular após estímulo com TEWETGQI de 

esplenócitos obtidos após uma semana da última dose vacinal. C) Resposta celular ao estímulo com 

TEWETGQI após o desafio com 

106 células do baço. * P < 0,05

Tukey.   
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Análise da produção de IFN-γ por esplenócitos de camundongos imunizados 

e desafiados com T. cruzi. Ensaios de ELISPOT realizados em g

foram imunizados com Mock (Meio Earle 199), YF

recombinante (YF17D/E200/Tc e YF17D/NS2B3/Tc) uma semana após a última dose ou duas 

semanas após o desafio. (A) Resposta celular após estímulo com YF 17DD de esplenócitos obtidos 

após uma semana da última dose vacinal; (B) Resposta celular após estímulo com TEWETGQI de 

esplenócitos obtidos após uma semana da última dose vacinal. C) Resposta celular ao estímulo com 

TEWETGQI após o desafio com T.cruzi. Os resultados representam células produtoras de IFN

< 0,05; ** P < 0,01 e *** P < 0,001, diferenças significativas pelo teste de 

 

ócitos de camundongos imunizados com vírus 

de ELISPOT realizados em grupos de 

(Meio Earle 199), YF 17DD ou vírus 

recombinante (YF17D/E200/Tc e YF17D/NS2B3/Tc) uma semana após a última dose ou duas 

17DD de esplenócitos obtidos 

após uma semana da última dose vacinal; (B) Resposta celular após estímulo com TEWETGQI de 

esplenócitos obtidos após uma semana da última dose vacinal. C) Resposta celular ao estímulo com 

. Os resultados representam células produtoras de IFN-γ por 

diferenças significativas pelo teste de 
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4.4.2. Ensaios de proteção em camundongos vacinados com vírus YF 17D 

recombinantes e desafiados com tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi 

 

A fim de se estabelecer o grau de proteção induzido pela imunização com os 

vírus os YF 17D recombinantes, desafiamos os animais imunizados com 250 tripomastigotas 

da cepa Y de T. cruzi. Em camundongos A/J não vacinados, ocorreu uma taxa de mortalidade 

de 100% 24 dias pós-inoculação (dpi). No entanto, a imunização com os vírus 

YF17D/E200/Tc ou YF17D/NS2B3/Tc retardou a mortalidade dos camundongos em relação 

ao vacinal YF 17DD (P < 0,0001, teste de Log-Rank) (Figura 4.15). A imunização com 

peptídeo TEWETGQI emulsificado em adjuvante de Freund foi capaz de retardar a 

mortalidade em comparação com YF 17DD (P < 0,0001, teste de Log-Rank), gerando uma 

curva de sobrevivência que não foi diferente estatisticamente da obtida pelo vírus 

YF17D/NS2B3/Tc, mas sim da curva de sobrevivência induzida por YF17D/E200/Tc (P = 

0,03, teste de Log-Rank). 

Não pudemos observar uma proteção completa, já que apenas 2 de 15 (13% de 

proteção), do grupo imunizado com YF17D/NS2B3/Tc, sobreviveram até 60 dpi (Figura 4.15, 

Tabela 4.8). De fato, as imunizações com os vírus recombinantes aumentaram o tempo de 

sobrevida (AST) em relação à imunização controle com o vírus YF 17DD (AST de 20 ± 1), 

assim, o grupo vacinado com o vírus YF17D/NS2B3/Tc teve uma AST de 25 ± 6 dias (P = 

0,0005, Mann-Whitney) e o vacinado com YF17D/E200/Tc exibiu uma AST de 24 ± 3 dias 

(P = 0,001, Mann-Whitney). O grupo imunizado com peptídeo TEWETGQI emulsificado em 

adjuvante de Freund obteve uma AST de 30 ± 8 dias (P = 0,0008, Mann-Whitney, em relação 

a YF 17DD). Embora tenha havido uma diferença estatisticamente significativa entre os 

tempos médios de sobrevida gerados pela imunização com o peptídeo TEWETGQI e 

YF17D/E200/Tc (P = 0,03, Mann-Whitney), não foram encontradas diferenças significativas 

entre os tempos médios de sobrevida induzidos por YF17D/NS2B3/Tc e YF17D/E200/Tc, 

ainda que a imunização com YF17D/NS2B3/Tc tenha protegido um número maior de animais 

em comparação com YF17D/E200/Tc (Figura 4.15, Tabela 4.8). 
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Figura 4.15 - Curva de sobrevivência (%) de camundongos A/J vacinados e desafiados por T. cruzi. Os 

animais foram imunizados com meio (Mock), YF 17DD, peptídeo TEWETGQI / adjuvante de Freund 

ou um dos dois vírus recombinantes e infectados ou não, intraperitonealmente, com 250 

tripomastigotas de T. cruzi. As diferenças estatísticas assinaladas no gráfico (*** P < 0,0001, teste de 

Log-Rank) mostram as comparações entre as curvas de sobrevida com relação à obtida pelo vacinal 

YF 17DD. Representação de pelo menos dois experimentos independentes (número de animais 

descritos na Tabela 4.8). 
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Tabela 4.8 – Percentuais de sobrevida e tempo médio de sobrevida de camundongos A/J vacinados 

com os vírus recombinantes e desafiados com T.cruzi 

Imunógeno 

Dias após desafio 
vivos / total de animais (%)a 

AST ± DP 

23dpi 40dpi 60 dpi 

Mock 0 / 15 (0) 0 / 15  (0) 0 / 15  (0)       19 ± 1   

YF 17DD 1 / 15 (6) 0 / 15  (0) 0 / 15  (0)       20 ± 1  

YF17D/E200/Tc 10 / 15 (66) 0 / 15  (0) 0 / 15  (0) 24 ± 3** 

YF17D/NS2B3/Tc 9 / 15 (60) 3 / 15 (20) 2 / 15 (13) 25± 6*** 

TEWETGQI + Adjv 5 / 6 (83) 1 / 6 (16) 0 / 6 (0) 30 ± 8*** 
a Camundongos foram imunizados com Meio (Mock), YF 17DD, peptídeo TEWETGQI emulsificado 

em adjuvante de Freund ou com os vírus recombinantes. Quatro semanas após a segunda dose, 

camundongos foram desafiados i.p. com 250 tripomastigotas sanguíneos. Diferenças entre os tempos 

médios de sobrevida e desvio-padrão (AST ± DP) dos grupos imunizados com os vírus recombinantes, 

TEWETGQI e com o vacinal YF 17DD foram estatisticamente significativos (*** P < 0.0005, ** P < 

0.001, teste Mann Whitney). 

 

  



99 

 

PARTE II - Obtenção e caracterização do vírus YF 17D/ENS1/Tc 

 

4.5. Construção e recuperação do vírus YF 17D/ENS1/Tc recombinante para o 

fragmento de 120 aminoácidos de ASP-2 de Trypanosoma cruzi 

 

Nós observamos que a imunização com vírus recombinantes expressando o epítopo 

TEWETGQI da proteína ASP-2 de amastigotas induziu níveis parcialmente protetores em 

camundongos infectados com T. cruzi. Nós decidimos, portanto, continuar a explorar a 

questão de se utilizar os vírus YF 17D recombinantes para expressar peptídeos imunogênicos 

de ASP-2, visando a indução de imunidade protetora contra um desafio por T. cruzi. Para tal 

finalidade, montamos um cassete de expressão heterólogo contendo uma seqüência 

codificadora de 120 aminoácidos da proteína ASP-2, que compreende os aminoácidos da 

posição 261 a 380 (ASP-2261-380), a ser clonado na região intergênica dos genes E e NS1. Este 

fragmento foi previamente correlacionado à proteção de camundongos desafiados com T. 

cruzi (Araújo et al., 2005). O sítio de inserção escolhido para esta terceira abordagem levou 

em conta a propriedade desta região em tolerar inserções maiores. 

Esta metodologia é similar conceitualmente à inserção na região de clivagem pela 

protease NS2B/NS3, no entanto, a clivagem entre E e NS1 é realizada pela signalase celular, 

presente na membrana do retículo endoplasmático (RE), local de maturação viral. Assim, a 

montagem deste cassete levou em consideração a presença de motivos funcionais que 

permitem a secreção e processamento de proteínas virais bem como o grau de conservação de 

seqüências das estruturas que flanqueiam o inserto heterólogo (Bonaldo et al., 2007).  

No presente trabalho, foi construído um cassete de expressão, em que o fragmento de 

ASP-2261-380 foi fusionado, no seu extremo 5’, a uma seqüência duplicada de nove 

aminoácidos do amino-terminal de NS1 do vírus da FA e no seu extremo 3’, ao carboxi-

terminal (haste-âncora) duplicado da proteína E correspondente ao do Vírus da Dengue 4 

(Figura 4.16A). A formação desta estrutura possibilita a correta orientação das proteínas E e 

NS1 virais ao lúmen do RE e do ancoramento da proteína E nesta organela, bem como a 

clivagem no N-terminal de NS1. A inserção de uma haste-âncora duplicada, oriunda do Vírus 

da Dengue 4, teve como finalidade reduzir a identidade entre as seqüências de haste-âncora 

presentes no cassete durante a replicação viral.  

O fragmento de ASP-2261-380, clonado no cassete heterólogo foi primeiramente 

analisado quanto às suas características físico-químicas, incluindo o grau de hidrofobicidade 

na proteína pelo programa ProtParam (http://expasy.org/tools/protparam.html). O fragmento 
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recombinante de ASP-2261-380 é composto de 120 aminoácidos, possui um peso molecular 

esperado de 13,19 kDa e é ligeiramente hidrofóbico, apresentando um índice de GRAVY (do 

inglês Grand Average of hidropathicity) de 0.065 (Tabela 4.9). Em uma segunda etapa, o 

fragmento ASP-2261-380, fusionado aos segmentos de N-terminal de NS1 e à região haste-

âncora da proteína E do vírus DENV4, em um total de 227 aminoácidos, foi analisado pelo 

programa TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/), que previu a existência 

de duas regiões transmembranas (175 a 195 e de 204 a 226 aminoácidos), que deveriam 

acarretar no ancoramento à membrana do RE e que são correspondentes às regiões TM1 e 

TM2, respectivamente (Figura 4.16B). 

 

  



 

Figura 4.16. Diagrama esquemático do cassete de expressão de fragmento de ASP

genoma de YF17D. A) Arranjo topológico do cassete heterólogo que expressa fragmento de ASP

380 entre as proteínas E e NS1 no lúmen do retículo endoplasmático (RE). Proteína E consiste de um 

ectodomínio seguido de região de haste

fragmento de ASP-2261-380 encontra

carboxi-terminal, está fusionado à haste

de clivagem pela signalase celular. Adaptado de Bonaldo 

ASP-2261-380 fusionado aos terminais 5’ e 3’

seguido da seqüência de ASP

amarelo), CS (em cinza), e TM1 e TM2 (em azul). Abaixo, predição de hélices transmembranas no 
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. Diagrama esquemático do cassete de expressão de fragmento de ASP

Arranjo topológico do cassete heterólogo que expressa fragmento de ASP

entre as proteínas E e NS1 no lúmen do retículo endoplasmático (RE). Proteína E consiste de um 

ectodomínio seguido de região de haste-âncora (H1 e H2; TM1 e TM2). O amino

encontra-se fusionado aos nove primeiros aminoácidos de NS1 e o seu 

terminal, está fusionado à haste-âncora completa de DENV4. As setas em azul indicam sítios 

de clivagem pela signalase celular. Adaptado de Bonaldo et al., 2007. B) Cassete recombinante de 

fusionado aos terminais 5’ e 3’ do VFA indicando o N-terminal de NS1 (em vermelho

seguido da seqüência de ASP-2261-380 (em verde), e região da haste-âncora (HA): H1 e H2 (em 

TM1 e TM2 (em azul). Abaixo, predição de hélices transmembranas no 

 

. Diagrama esquemático do cassete de expressão de fragmento de ASP-2261-380 (T. cruzi) no 

Arranjo topológico do cassete heterólogo que expressa fragmento de ASP-2261-

entre as proteínas E e NS1 no lúmen do retículo endoplasmático (RE). Proteína E consiste de um 

âncora (H1 e H2; TM1 e TM2). O amino-terminal do 

se fusionado aos nove primeiros aminoácidos de NS1 e o seu 

âncora completa de DENV4. As setas em azul indicam sítios 

., 2007. B) Cassete recombinante de 

terminal de NS1 (em vermelho), 

âncora (HA): H1 e H2 (em 

TM1 e TM2 (em azul). Abaixo, predição de hélices transmembranas no 
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cassete heterólogo usando programa TMHMM. A seqüência foi posicionada dentro ou fora da 

membrana do retículo endoplasmático (RE) de acordo com a topologia da poliproteína. Regiões 

transmembranas correspondem a TM1 e TM2. 

 

Tabela 4.9 – Parâmetros físico-químicos deduzidos a partir da seqüência de aminoácidos do fragmento 

de ASP-2261-380 e do cassete recombinante de ASP-2261-380 

Propriedades físico-químicas ASP-2 261-380 

 

Cassete recombinante de ASP-2261-380 

 

N° de aminoácidos 120 227 

Peso molecular (kDa) 13,19 24,68 

Ponto isoelétrico (pI) 4,55 7,83 

Índice alifático 85,92 86,65 

GRAVY 0.065 0.292 

 

O cassete heterólogo foi todo montado por reações de PCR, que compreenderam três 

etapas distintas. A primeira, consistiu na amplificação de região correspondente ao fragmento 

de ASP-2261-380 a partir do plasmídeo pIgSPclone9 (Boscardin et al., 2003), fusionada no seu 

terminal 5’ aos 27 primeiros nucleotídeos de NS1 do VFA e no seu terminal 3’ aos 27 

primeiros nucleotídeos que codificam para haste-âncora de DENV4, gerando um fragmento 

de 406 pb. A segunda etapa compreendeu a amplificação de região correspondente a haste-

âncora completa de clone de cDNA oriundo do vírus DENV4, fusionada no seu terminal 5’ 

aos 21 últimos nucleotídeos de ASP-2261-380 e no seu terminal 3’ aos 27 primeiros 

nucleotídeos de NS1 do VFA, gerando uma banda de 336 pb (Figura 4.17). Por sua vez, uma 

terceira amplificação uniu estes fragmentos, produzindo um fragmento de 708 pb, que contém 

os seguintes elementos: os 27 primeiros nucleotídeos de NS1, a porção ASP-2261-380, a região 

que codifica para haste-âncora de DENV4 e os 27 primeiros nucleotídeos de NS1 (Figura 

4.17). Todos os iniciadores utilizados estão descritos na Tabela 3.3 (seção Metodologia). 

O cassete de expressão é flanqueado por dois sítios de restrição que foram usados nas 

subseqüentes etapas de clonagem: EagI, cuja inserção originou uma modificação na seqüência 

de aminoácidos do N-terminal de NS1 (original do VFA: DQGCAINFGK para seqüência 

modificada: DQGCAINFGR) e NarI, sítio localizado no final da seqüência correspondente ao 

C-terminal da Haste-âncora de DENV4. 

 



 

Figura 4.17 – Obtenção de produto de PCR contendo seqüência correspondente ao cassete heterólogo. 

1- primeiro fragmento (406 pb) amplificado a partir do plasmídeo pIgSPclone9 (ASP

fragmento (336 pb) amplificado a partir de clone completo de dengue

fusionado (708 pb) de ASP-2

região de haste-âncora da proteína E do vírus da dengue 4 em sua porção C

molecular Low Mass DNA. 

 

A clonagem do produto fusionado de PCR (de 708 pb) foi realiz

primeira, foi a de clonagem em vetor comercial de extremidades cegas, com a finalidade de se 

obter uma massa maior de DNA correspondente ao cassete, e a segunda etapa, foi a de 

retirada do cassete a partir do vetor comercial para uma subclonagem unidirecional, no 

plasmídeo pT3, o qual contém a porção central do genoma do Vírus da Febre Amarela.

Para a primeira etapa, testamos inicialmente o vetor de expressão pGEM

(Promega), o qual possui na região de clonagem do inserto, terminais de t

extremidades 3’, o que impede a re

não possui sítios de restrição para 

ser clivadas quando submetidas à digestão por esta enzima (pela presença do sítio 

inserto), gerando um fragmento de 3.708 pb (Figura 4.1

E. coli MC1061, conseguimos apenas um clone recombinante. O baixo número de clones 

recombinantes utilizando pGEM

adenilação das extremidades porque utilizamos para a reação de fusão dos fragmentos por 

PCR, a enzima Platinum Pfx

exonucleotídica 3’- 5’ (“Proof

cegas, não clonáveis diretamente no pGEM

Testamos a clonagem, então, do fragmento de PCR 

terminações cegas, o TOPO

uma ligação eficaz através da ação da Topoisomerase I, além de utilizar a seleção positiva de 
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Obtenção de produto de PCR contendo seqüência correspondente ao cassete heterólogo. 

primeiro fragmento (406 pb) amplificado a partir do plasmídeo pIgSPclone9 (ASP

fragmento (336 pb) amplificado a partir de clone completo de dengue-4 (haste

2261-380 a 27 aminoácidos de NS1 (VFA) em sua porção N

âncora da proteína E do vírus da dengue 4 em sua porção C

produto fusionado de PCR (de 708 pb) foi realiz

foi a de clonagem em vetor comercial de extremidades cegas, com a finalidade de se 

obter uma massa maior de DNA correspondente ao cassete, e a segunda etapa, foi a de 

do cassete a partir do vetor comercial para uma subclonagem unidirecional, no 

plasmídeo pT3, o qual contém a porção central do genoma do Vírus da Febre Amarela.

Para a primeira etapa, testamos inicialmente o vetor de expressão pGEM

ui na região de clonagem do inserto, terminais de t

, o que impede a re-circularização do vetor. O plasmídeo pGEM

não possui sítios de restrição para NarI, sendo que apenas as preparações recombinantes iriam 

ivadas quando submetidas à digestão por esta enzima (pela presença do sítio 

inserto), gerando um fragmento de 3.708 pb (Figura 4.18A). Após transformação em bactérias 

MC1061, conseguimos apenas um clone recombinante. O baixo número de clones 

recombinantes utilizando pGEM-T, foi devido, provavelmente, à etapa anterior necessária de 

adenilação das extremidades porque utilizamos para a reação de fusão dos fragmentos por 

Platinum Pfx DNA Polimerase (Invitrogen), que possui atividade 

Proof-reading” ou revisora), no que foram geradas extremidades 

cegas, não clonáveis diretamente no pGEM-T. 

Testamos a clonagem, então, do fragmento de PCR em um vetor comercial de 

terminações cegas, o TOPO-pCR-BluntII (Invitrogen) cujo tamanho é de 3.519 pb e permite 

uma ligação eficaz através da ação da Topoisomerase I, além de utilizar a seleção positiva de 

Obtenção de produto de PCR contendo seqüência correspondente ao cassete heterólogo. 

primeiro fragmento (406 pb) amplificado a partir do plasmídeo pIgSPclone9 (ASP-2); 2- segundo 

aste-âncora) e 3- fragmento 

a 27 aminoácidos de NS1 (VFA) em sua porção N-terminal e à 

âncora da proteína E do vírus da dengue 4 em sua porção C-terminal. M- marcador 

produto fusionado de PCR (de 708 pb) foi realizada em duas etapas: a 

foi a de clonagem em vetor comercial de extremidades cegas, com a finalidade de se 

obter uma massa maior de DNA correspondente ao cassete, e a segunda etapa, foi a de 

do cassete a partir do vetor comercial para uma subclonagem unidirecional, no 

plasmídeo pT3, o qual contém a porção central do genoma do Vírus da Febre Amarela. 

Para a primeira etapa, testamos inicialmente o vetor de expressão pGEM-T 

ui na região de clonagem do inserto, terminais de timidina nas duas 

circularização do vetor. O plasmídeo pGEM-T (3.0 Kb) 

I, sendo que apenas as preparações recombinantes iriam 

ivadas quando submetidas à digestão por esta enzima (pela presença do sítio NarI no 

A). Após transformação em bactérias 

MC1061, conseguimos apenas um clone recombinante. O baixo número de clones 

T, foi devido, provavelmente, à etapa anterior necessária de 

adenilação das extremidades porque utilizamos para a reação de fusão dos fragmentos por 

DNA Polimerase (Invitrogen), que possui atividade 

” ou revisora), no que foram geradas extremidades 

em um vetor comercial de 

BluntII (Invitrogen) cujo tamanho é de 3.519 pb e permite 

uma ligação eficaz através da ação da Topoisomerase I, além de utilizar a seleção positiva de 
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colônias recombinantes pelo nocaute do gene letal ccdB de E. coli. Após transformação em E. 

coli DH5-α, dez preparações plasmidiais foram submetidas ao seqüenciamento nucleotídico 

da região e verificamos que cinco foram identificadas como positivas. A partir destas, 

selecionamos uma preparação para ser submetida à digestão por EagI seguido de NarI com a 

finalidade de retirada do inserto de 708 pb. Como TOPO-ASP2 possuía múltiplos sítios para 

ambas as enzimas, preferimos digerir primeiramente o plasmídeo recombinante com EagI, no 

que geraria quatro bandas dos seguintes tamanhos moleculares: 1298, 1258, 901 e 770 pb. A 

eletroforese em gel de agarose nos permitiu distinguir pelo menos três bandas: 1258 (ou 

1298), 901 e 770 pb (Figura 4.18B). No caso, extraímos e purificamos a banda de 770 pb 

através do Gel Extraction kit (QIAgen) por ser o fragmento que continha a seqüência do 

cassete heterólogo, e procedemos à digestão deste fragmento por Nar I, o que liberaria o 

inserto recombinante do fragmento excedente de 62 pb, situado entre o sítio NarI (1013 nt) do 

C-terminal da HA de DENV4 e o sítio EagI (1078 nt) do próprio vetor (Figura 4.18C).  O 

tamanho obtido do vetor recombinante (TOPO-ASP2) foi de 4.227 pb (Figura 4.19). 

 

 

Figura 4.18 – Clonagem em pGEM-T e TOPO-pCR-BluntII. A) Preparações  plasmidiais de E. coli 

MC1061 transformadas com pGEM-T após ligação ou não com inserto recombinante: pGEM-T 

nativo, NarI negativo (1), colônia  não-digerida (2), colônia recombinante NarI positiva (3) e colônias 

não-recombinantes NarI negativas (4 – 8). B) Preparações plasmidiais de E. coli DH5-α transformadas 

com TOPO-pCR-BluntII após ligação com inserto recombinante: plasmídeo recombinante digerido 

com EagI (9) e C) fragmento de 770 pb extraído de TOPO-ASP2, digerido por NarI (11) ou não-

digerido (10). M1 – marcador molecular lambda/HindIII e M2- marcador molecular Low Mass DNA 
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Figura 4.19 – Mapa do plasmídeo TOPO-ASP2 contendo a região do cassete heterólogo. O cassete 

está flanqueado por EagI (308 nt) e NarI (945 nt): em vermelho, o N-terminal de NS1, em azul, ASP-

2261-380 e em verde, rachurado, a região de haste-âncora de DENV4. Marcação mostrando os sítios 

EagI (posições: 308, 1078, 1979 e 3277 nt), NarI (1013, 1825 e 2073 nt), origem de replicação pUC 

(ori), promotor lacP e SP6 e gene que codifica para resistência a kanamicina. Imagem gerada em Gene 

Construction Kit v. 2.5. 

 

Para a segunda etapa, utilizamos um derivado do plasmídeo pT3, previamente 

mutagenizado para conter os sítios de restrição EagI / NarI (pT3EagI/NarI). Utilizamos a 

cepa de E. coli SURE para transformarmos pT3EagI/NarI com o fragmento recombinante. 

Experimentos prévios em nosso laboratório mostraram que ocorreram plasmídeos pT3 de 

grande instabilidade (com deleções) quando isolados de clones bacterianos recombinantes. 

Após transformação em E. coli SURE, submetemos dez colônias à digestão por NarI e foi 

possível selecionar dois plasmídeos pT3EagI/NarI recombinantes pela menor migração 

quando comparados ao plasmídeo pT3EagI/NarI não-recombinante em análise por 

eletroforese em gel de agarose (Figura 4.20). Os plasmídeos foram seqüenciados para 

confirmação do cassete heterólogo e posteriormente, utilizados em preparações plasmidiais de 

larga-escala, conforme descrito anteriormente. O plasmídeo pT3EagI/NarI contendo o cassete 

de expressão para ASP-2261-380 foi denominado pT3-ASP2  (Figura 4.21).  

As etapas posteriores de confecção do molde de cDNA foram realizadas com a 

digestão de NsiI/SalI tanto do pT3-ASP2 quanto de pYFE200, reconstituindo o genoma viral 

do VFA, conforme descrito nos itens anteriores. Após etapa de transcrição in vitro, 

transfectamos o RNA viral em monocamada de células Vero. Noventa e seis horas após a 
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transfecção, em CPE intensa, coletamos o sobrenadante das culturas (1P) e realizamos reação 

de RT-PCR, o que gerou um fragmento de 1.694 pb. Este fragmento foi submetido ao 

seqüenciamento da região. Os iniciadores utilizados estão listados nas Tabelas 3.1 e 3.4 

(seção Metodologia). O vírus expressando cassete heterólogo foi denominado YF 

17D/ENS1/Tc. 

 

 

Figura 4.20 – Análise por eletroforese em gel de agarose dos preparados plasmidiais oriundos de 

pT3EagI/NarI  digeridos por NarI. Clones não recombinantes (1 – 5; 7 – 9) apresentando fragmento de 

9.942 pb e clones recombinantes (6 e 10), apresentando fragmento de 10.650 pb. M - marcador 

molecular lambda/HindIII 

 

 

Figura 4.21 - Mapa do plasmídeo pT3-ASP2 contendo a região do cassete heterólogo. O cassete está 

flanqueado por EagI (1113 nt) e NarI (1799 nt): o N-terminal de NS1 de Febre Amarela, seguido do 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

23.130

9.416

6.557
4.361

2.322
2.027

Tamanho 
(pb)
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fragmento de 120 aminoácidos de ASP-2 e os domínios C-terminais (haste-âncora) da proteína E de 

Dengue 4. Em azul, região central do genoma de FA com marcação para os sítios de restrição das 

enzimas NsiI e SalI. Regiões em cinza mostrando origem de replicação (ori) e gene que codifica para 

resistência a Ampicilina. Imagem gerada em Gene Construction Kit v. 2.5. 

 

4.6. Caracterização biológica do vírus YF 17D/ENS1/Tc 

 

4.6.1. Obtenção do vírus recombinante 

 

O sobrenadante de pós-transfecção do vírus foi submetido a uma segunda passagem 

em células Vero, originando o estoque viral (2P), conforme descrito no item acima. As 

alíquotas de 2P foram usadas para todos os subseqüentes estudos deste experimento. A 

integridade da seqüência do cassete contendo ASP-2 foi confirmada por seqüenciamento 

nucleotídico da região, salvo uma única mutação pontual localizada na região de Haste-

âncora, que trocou o códon de GGT para GAT, ocasionando uma substituição do aminoácido 

Glicina (G) para Ácido Aspártico (D), na região correspondente à da sequência conservada 

(CS) da haste-âncora de DENV-4. No entanto, esta mutação não pareceu afetar a viabilidade 

do vírus. O título viral obtido para o estoque de YF 17D/ENS1/Tc foi de 2,5 x 106 PFU/mL 

(ou 6,40 log10 PFU/mL), similar aos títulos obtidos pelos outros dois vírus recombinantes, 

construídos neste trabalho. 

 
 

4.6.2. Proliferação do vírus YF 17D/ENS1/Tc em células Vero e determinação do 

fenótipo de placas de lise celular 

 

O vírus recombinante YF 17D/ENS1/Tc foi analisado quanto à sua capacidade de 

proliferação em monocamada de células Vero, comparativamente ao controle YF 17DD, 

conforme descrito anteriormente. Os resultados apresentados na Tabela 4.10 e na Figura 

4.22A são provenientes de três experimentos independentes. O pico de crescimento do vírus 

YF 17DD ocorreu em 72 h após a infecção, com a produção máxima de 7,56 ± 0,07 log10 PFU 

/ mL, enquanto que o pico de crescimento do vírus recombinante ocorreu em 96 h com a 

produção máxima de 6,76 ± 0,35 log10 PFU / mL (Figura 4.22A).   

Apesar dos títulos virais obtidos para o vírus recombinante ou YF17DD 

apresentarem-se similares em 48 h pós-infecção, nós observamos uma diferença mais 

pronunciada no crescimento destes a partir de 48 h, perdurando até 120 h pós-infecção. No 



108 

 

entanto, estas diferenças não são estatisticamente significativas em 72 h ou 96 h (P = 0,1, 

teste t não pareado).  

Quando analisamos a morfologia da placa de lise do vírus YF17D/ENS1/Tc, 

verificamos que este, assim como os outros recombinantes descritos acima, apresenta um 

tamanho de placas de lise reduzido em comparação com YF 17DD (Figura 4.22B). 

 

 

Tabela 4.10 - Valores médios com desvio-padrão (log10 PFU/mL) de títulos virais nos tempos 

coletados 

 
Vírus 

 
24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h 

 
YF 17DD 

 
4,02±0,22 6,09±0,30 7,56±0,07 7,50±0,15 7,00±0,06 6,91±0,31 

 
YF17D/ENS1/Tc 

 
3,87±0,51 6,20±0,40 6,56±0,16 6,76±0,35 6,78±0,11 6,74±0,01 

Em negrito: picos dos títulos virais obtidos para os vírus avaliados 

 

A) 
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B) 

 

Figura 4.22 – Caracterização do vírus recombinante YF17D/ENS1/Tc. A) Cinética de replicação em 

células Vero de YF17D/ENS1/Tc (triângulos, linha completa) e YF 17DD (círculo, linha pontilhada). 

Cada ponto representa o título médio e o desvio-padrão, obtidos em seis tempos diferentes (horas) 

após infecção de monocamada de células Vero. B) Morfologia das placas de lise de YF 17DD e 

YF17D/ENS1/Tc obtidas a partir de sobrenadante coletado após 120 h de infecção. 

 

4.6.3. Estabilidade genética do vírus recombinante YF 17D/ENS1/Tc 

 

Com a finalidade de se verificar a integridade do cassete heterólogo clonado na região 

E/NS1 do Vírus da Febre Amarela, realizamos passagens independentes sucessivas em 

monocamada de células Vero, a partir do estoque viral (2P). A cada passagem seriada, 

realizamos titulações a partir do sobrenadante celular de cada duplicata (P1 e P2) a fim de se 

verificar e calcular a MOI, a qual foi mantida em 0,02 por todo o experimento (Tabela 4.11). 

 

Tabela 4.11 – Título em log10 PFU/mL e MOI do vírus YF17D/ENS1/Tc da terceira até a sexta 

passagem em células Vero 

Passagem 

P1 

Título (log10 

PFU/mL) 
MOI 

Passagem 

P2 

Título (log10
 

PFU/mL) 
MOI 

3P1 6,44 0,02 3P2 6,10 0,009 

4P1 6,85 0,05 4P2 6,36 0,01 

5P1 6,19 0,01 5P2 6,01 0,009 

6P1 6,56 0,02 6P2 6,62 0,03 

 

Reações de RT-PCR foram feitas a partir de RNA viral extraído do sobrenadante 

celular da 6ª passagem seriada (6P1), utilizando-se dos mesmos oligonucleotídeos 

empregados nas reações da 2ª passagem. No caso, utilizamos a passagem P1 por ter se 

aproximado melhor do MOI desejado (0,02) do que P2. Uma banda de 1.681 pb seria gerada, 

caso o inserto estivesse íntegro no vírus recombinante, ou bandas inferiores a este tamanho 



 

molecular poderiam ser encontradas, caso houvesse algum tipo de deleção no cassete. Uma 

banda de 1.000 pb foi gerada a partir da reação de RT

oligonucleotídeos, a partir de sobrenadante celular do estoque viral 

4.23). 

 

Figura 4.23 –RT-PCR realizado a partir de RNA extraído de sobrenadantes celulares de YF 17DD ou 

vírus recombinante YF17D/ENS1/Tc (2P e 6P). Água livre de RNAse foi utilizada como controle 

negativo na reação de RT-PCR. Marcador de peso molecular: 

 

 

4.6.4. Expressão do inserto heterólogo pelo vírus recombinante YF 17D/ENS1/Tc

 

Para verificarmos 

direcionava a expressão do fragmento de ASP

indireta, no qual se utilizou

de YF17D (HIYF) e para a proteína recombinante um soro policlonal de camun

TEWETGQI (Figura 4.24

antígenos do Vírus da Febre Amarela em todas as condições de células Vero infectadas, o 

anticorpo anti-TEWETGQI só foi capaz de especificamente marcar células Vero infectadas 

com YF17D/ENS1/Tc. 

Observamos que a marcação com anti

região perinuclear, podendo indicar a retenção do inserto nas proximidades do retículo 

endoplasmático (RE). Verificamos também uma marcação perinuclear similar quando células 

infectadas com o mesmo vírus são marcadas com anticorpos do próprio sor

A/J imunizados pelo vírus YF17D/ENS1/Tc. Estes resultados mostram que o vírus 
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molecular poderiam ser encontradas, caso houvesse algum tipo de deleção no cassete. Uma 

anda de 1.000 pb foi gerada a partir da reação de RT-PCR, realizada com os mesmos 

oligonucleotídeos, a partir de sobrenadante celular do estoque viral 

PCR realizado a partir de RNA extraído de sobrenadantes celulares de YF 17DD ou 

vírus recombinante YF17D/ENS1/Tc (2P e 6P). Água livre de RNAse foi utilizada como controle 

PCR. Marcador de peso molecular: Low Mass DNA Ladder

Expressão do inserto heterólogo pelo vírus recombinante YF 17D/ENS1/Tc

 se a infecção celular pelo vírus recombinante YF

expressão do fragmento de ASP-2, empregou-se o teste de imunofluorescência 

se utilizou para detecção de antígenos virais um soro policlonal hiperimune 

YF17D (HIYF) e para a proteína recombinante um soro policlonal de camun

4). Enquanto o que o soro hiperimune anti

antígenos do Vírus da Febre Amarela em todas as condições de células Vero infectadas, o 

TEWETGQI só foi capaz de especificamente marcar células Vero infectadas 

Observamos que a marcação com anti-TEWETGQI está claramente as

região perinuclear, podendo indicar a retenção do inserto nas proximidades do retículo 

endoplasmático (RE). Verificamos também uma marcação perinuclear similar quando células 

infectadas com o mesmo vírus são marcadas com anticorpos do próprio sor

A/J imunizados pelo vírus YF17D/ENS1/Tc. Estes resultados mostram que o vírus 

molecular poderiam ser encontradas, caso houvesse algum tipo de deleção no cassete. Uma 

PCR, realizada com os mesmos 

oligonucleotídeos, a partir de sobrenadante celular do estoque viral de YF 17DD (Figura 

 

PCR realizado a partir de RNA extraído de sobrenadantes celulares de YF 17DD ou 

vírus recombinante YF17D/ENS1/Tc (2P e 6P). Água livre de RNAse foi utilizada como controle 

Low Mass DNA Ladder. 

Expressão do inserto heterólogo pelo vírus recombinante YF 17D/ENS1/Tc 

ular pelo vírus recombinante YF17D/ENS1/Tc 

se o teste de imunofluorescência 

para detecção de antígenos virais um soro policlonal hiperimune 

YF17D (HIYF) e para a proteína recombinante um soro policlonal de camundongo anti-

). Enquanto o que o soro hiperimune anti-FA pôde detectar 

antígenos do Vírus da Febre Amarela em todas as condições de células Vero infectadas, o 

TEWETGQI só foi capaz de especificamente marcar células Vero infectadas 

TEWETGQI está claramente associada à 

região perinuclear, podendo indicar a retenção do inserto nas proximidades do retículo 

endoplasmático (RE). Verificamos também uma marcação perinuclear similar quando células 

infectadas com o mesmo vírus são marcadas com anticorpos do próprio soro de camundongos 

A/J imunizados pelo vírus YF17D/ENS1/Tc. Estes resultados mostram que o vírus 
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YF17D/ENS1/Tc é capaz de expressar corretamente o fragmento clonado, possivelmente no 

lúmen do RE, conforme observado anteriormente (Bonaldo et al., 2007). 

 

 

Figura 4.24 - Expressão do epítopo TEWETGQI pelo vírus recombinante YF17D/ENS1/Tc em ensaio 

de imunofluorescência indireta. Células Vero infectadas com o vírus recombinante ou vírus vacinal 

YF 17DD foram marcadas com soro hiperimune para YF 17DD (HIYF) ou anti-TEWETGQI. 

Anticorpos secundários utilizados foram Alexa Fluor 488 anti-IgG (em verde) e Alexa Fluor 546 anti-

IgG (em vermelho). 

 

4.7. Avaliação da capacidade de indução de anticorpos neutralizantes específicos ao 

Vírus da Febre Amarela em camundongos A/J 

 

Com a finalidade de avaliarmos a imunogenicidade do vírus recombinante 

YF17D/ENS1/Tc, analisamos soros de camundongos imunizados com este vírus 

recombinante para a detecção e anticorpos neutralizantes para o vírus FA. Todos os grupos de 

animais foram negativos para a presença de anticorpos neutralizantes para YF 17DD antes da 

imunização. O grupo controle imunizado com meio Earle 199 apresentou faixa de título 

menor ou igual a 1:10. A porcentagem de soroconversão foi determinada pelo total de 

camundongos que geraram títulos acima de 1:10 (Tabela 4.12). 

Os camundongos imunizados com YF 17DD apresentaram títulos de anticorpos 

neutralizantes de 559 ± 410, superior ao valor obtido pelos imunizados com o vírus 
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recombinante YF17D/ENS1/Tc, que foi de 69 ± 76 (P < 0,0001; teste Tukey). 

YF17D/ENS1/Tc induz títulos diferentes também de YF17D/NS2B3/Tc (P < 0,05; teste 

Tukey). Ainda que todos os camundongos imunizados com YF17D/ENS1/Tc tenham 

soroconvertido (100%), similarmente ao resultado obtido pelo vacinal, encontramos baixos 

títulos de anticorpos neutralizantes, variando em uma faixa de 1:18 a 1:235. A faixa de 

diluição de anticorpos detectada no grupo imunizado com YF 17DD variou de 1:99 a ≥ 

1:1280.    

Estes resultados indicam que o vírus recombinante YF17D/ENS1/Tc é menos 

imunogênico que o controle vacinal, pelo menos em relação a sua capacidade de induzir 

anticorpos neutralizantes dirigidos ao vírus FA. Com o intuito de se tentar aumentar a 

imunogenicidade viral, decidiu-se por testar novas formulações virais, nas quais seriam 

administrados dois vírus recombinantes simultaneamente (Tabela 4.12).  

As formulações foram compostas de uma mistura dos vírus YF17D/NS2B3/Tc e 

YF17D/ENS1/Tc, sendo que duas concentrações virais distintas foram testadas, compondo as 

formulações 1 e 2 (Tabela 3.5, seção Metodologia). Observamos que o título de anticorpos 

neutralizantes contra FA em camundongos imunizados com a formulação 1 (51 ± 25), a qual 

continha 50% de cada vírus, não diferiu do título obtido pelo vírus YF17D/ENS1/Tc, mas foi 

estatisticamente diferente da imunização com YF17D/NS2B3/Tc  (P < 0,05; teste Tukey). Já 

a formulação 2, a qual foi administrada em inóculos contendo 75% do vírus YF17D/ENS1/Tc 

em relação a 25% de YF17D/NS2B3/Tc, apresentou títulos ainda mais baixos do que todas as 

outras imunizações (37  ± 26) (P < 0,05). Não se observou diferenças significativas entre 

YF17D/ENS1/Tc e as Formulações virais. 

 

Tabela 4.12 – Imunogenicidade dos vírus recombinantes em A/J 

Imunógenoa Animais (n) Soroconversão (%) GMT ± SDb Faixa de título** 

YF 17DD 15 100 ≥ 559 ± 410 99 - ≥ 1280 

YF17D/NS2B3/Tc 10 100 ≥ 277 ± 465* 47 - ≥ 1280 

YF17D/ENS1/Tc 10 100 69 ± 76*** 18 - 235 

Formulação 1c 10 90 51 ± 25*** 18 - 86 

Formulação 2d 10 50 37 ± 26*** ≤ 10 - 82 

Meio Earle 199 10 0 ≤ 10 ≤ 10 
aRecíproco da diluição em que se encontra 50% de redução das placas virais  
bValores representam média geométrica (GMT) ± desvio-padrão (SD). 
c50% de vírus YF17D/ENS1/Tc e 50% de vírus YF17D/NS2B3/Tc 
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d75% de vírus YF17D/ENS1/Tc e 25% de vírus YF17D/NS2B3/Tc 

* P < 0.05, diferença de YF17D/NS2B3/Tc em comparação com YF17D/ENS1/Tc, Formulação 1 e 

Formulação 2 pelo teste ANOVA, Tukey 

*** P < 0.0001, diferenças entre YF 17DD e os demais grupos, pelo teste ANOVA, Tukey.  

Dados foram obtidos de dois experimentos independentes.  

 

4.8. Avaliação da resposta imune específica para proteína ASP-2261-380 de T.cruzi 

 

4.8.1. Reatividade de anticorpos induzidos pela imunização de camundongos 

pelo vírus recombinante YF17D/ENS1/Tc com formas amastigotas de T. 

cruzi 

 

Após a determinação da capacidade dos vírus recombinantes de induzirem 

anticorpos neutralizantes para o vírus FA, era importante determinar se ocorria a indução de 

resposta imune humoral específica para a proteína recombinante ASP-2261-380. Assim, soros de 

camundongos A/J imunizados com o vírus recombinante YF17D/ENS1/Tc foram testados em 

ensaio de imunofluorescência indireta com células Vero infectadas pela cepa Y de T. cruzi. 

Utilizamos como controle positivo, soro de animais que haviam sido imunizados via s.c. com 

o peptídeo TEWETGQI emulsificado em adjuvante de Freund. Verificamos que soros de 

animais imunizados com YF17D/ENS1/Tc, são capazes de reagir com amastigotas 

intracelulares (Figura 4.25). Observamos que células não infectadas (sem ninhos de 

amastigotas) não apresentam marcação específica. Desse modo, pôde se demonstrar que o 

vírus YF17D/ENS1/Tc induz reposta imune humoral especifica a proteína ASP-2 de T. cruzi 

cepa Y. 
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Figura 4.25- Detecção de anticorpos específicos contra amastigotas em células infectadas pelo 

Trypanosoma cruzi, cepa Y. Camundongos A/J foram imunizados com duas doses de vírus 

recombinante YF17D/ENS1/Tc ou peptídeo TEWETGQI (em adjuvante de Freund). As células Vero 

foram fixadas e posteriormente processadas para imunofluorescência indireta. Setas indicam formação 

de ninhos de amastigota no citoplasma celular. Observação em microscópio Zeiss Axioplan equipado 

com epifluorescência e ao microscópio confocal Zeiss com objetiva de 63X. 

 

4.8.2. Proteção contra a infecção por T. cruzi cepa Y em camundongos vacinados 

com YF17D/ENS1/Tc ou formulações virais 

 

Para averiguarmos se a resposta imune induzida pela vacinação com o vírus 

YF17D/ENS1/Tc ou formulações virais seria capaz de proteger camundongos A/J, realizamos 

ensaios de desafio com T. cruzi. Verificamos que a imunização com o vírus YF17D/ENS1/Tc 

foi capaz de retardar a morte dos camundongos infectados, sendo que a porcentagem de 

sobrevida foi de 25% (3 / 12) em 30 dpi, enquanto que neste tempo, todos os animais 

controles Mock e YF 17DD haviam sucumbido (Tabela 4.13). Em 60 dpi, este valor caiu para 

16% de sobrevivência (2 / 12), porém os camundongos imunizados com YF17D/ENS1/Tc 

apresentaram um tempo médio de sobrevida (26 ± 3 dpi) superior aos imunizados com YF  

17DD (21 ± 3 dpi; P < 0,001, teste Mann-Whitney). Embora tenham morrido 

mais camundongos imunizados com YF17D/NS2B3/Tc (8% de sobrevida em 60 dpi), a 
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imunização com este mesmo vírus induziu uma AST de 27 ± 6 dpi, similar ao obtido por 

YF17D/ENS1/Tc (sem diferenças estatísticas). 

No intuito de se verificar se a administração de formulações vacinais dos dois 

vírus recombinantes YF17D/NS2B3/Tc e YF17D/ENS1/Tc (Formulação 1 ou 2), poderia 

levar a um aumento da proteção ao desafio com T. cruzi, os dois vírus foram inoculados 

simultaneamente em um mesmo inóculo via subcutânea em camundongos A/J. A escolha 

destes dois vírus baseou-se em alguns pressupostos analisados nesta tese, dentre eles, uma 

relativa maior capacidade imunogênica e menor atenuação de YF17D/NS2B3/Tc em relação a 

YF17D/E200/Tc. Além disso, YF17D/ENS1/Tc poderia suscitar uma resposta imune 

potencialmente mais abrangente, pois além de conter o epítopo TEWETGQI, o fragmento 

ASP-2261-380 contém outros determinantes antigênicos, conforme os determinados pelo 

software de predição de epítopos (octâmeros) em ligação ao MHC murino H2-Kk (Tabela 

4.6). 

Nesse contexto, realizamos os ensaios de imunização, conforme descrito 

anteriormente, e verificamos que ambas as formulações virais são capazes de elevar os níveis 

de proteção, sendo que a Formulação 1 consegue proteger até 58% (7 / 12) dos camundongos 

infectados por T. cruzi, aumentando também a AST para 29 ± 6 dpi em relação aos grupos 

controles (Tabela 4.13, P < 0,05, teste Mann-Whitney).  

Curvas de sobrevida (Método Kaplan-Meyer) foram determinadas para todos os 

grupos de camundongos A/J (Figura 4.26). Verificamos que tanto as imunizações realizadas 

com os vírus recombinantes sozinhos quanto as com a Formulação 1 ou 2 geraram taxas de 

sobrevivência estatisticamente diferentes das dos grupos controles: mock e YF 17DD (teste de 

Log-Rank; P < 0,0001), indicando que estas imunizações ao menos retardam o aparecimento 

da sintomatologia. No entanto, somente a Formulação 1 induz níveis de sobrevivência 

diferentes, significativamente, tanto em relação a YF17D/NS2B3/Tc quanto a 

YF17D/ENS1/Tc (P = 0,006 e P = 0,01; respectivamente), quando imunizados isoladamente. 

Não observamos diferenças significativas entre a Formulação 2 com os demais vírus. 

Devido aos resultados obtidos com as formulações contendo os vírus 

YF17D/NS2B3/Tc e YF17D/ENS1/Tc, decidimos por testar duas outras hipóteses: 1) se a 

imunização com dois vírus consecutivamente (YF17D/ENS1/Tc com reforço dado por 

YF17D/NS2B3/Tc), ao invés de simultaneamente (Formulação 1 e 2), poderia levar ao 

mesmo nível de proteção que estas, e 2) se uma terceira formulação viral, agora contendo os 

dois vírus que expressam somente o epítopo TEWETGQI, isto é, contendo os vírus 
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YF17D/NS2B3/Tc e YF17D/E200/Tc (Formulação 3) poderia também induzir níveis 

similares de proteção ou sobrevida.  

Verificamos que a imunização consecutiva dos vírus (YF17D/ENS1/Tc com 

reforço dado por YF17D/NS2B3/Tc) não induz o mesmo nível de proteção do que a 

Formulação 1 (imunização simultânea com dois vírus), obtendo-se uma sobrevida de apenas 

9% (1 / 11) em relação a uma sobrevida de 58% de camundongos imunizados pela 

Formulação 1 (Tabela 4.13, Figura 4.26). Quanto à formulação 3, a imunização simultânea 

dos vírus que expressam somente TEWETGQI não aumentou a proteção de camundongos 

desafiados, sendo que todos morreram em até 30 dpi (Tabela 4.13, Figura 4.26). Além disso, 

esta formulação, diferentemente de todas as outras imunizações testadas, não foi capaz de 

induzir um aumento na AST (22 ± 3), quando comparada ao grupo imunizado com YF 17DD 

(estatisticamente insignificante). Portanto, a vacinação com a formulação 3, onde um único 

determinante antigênico é expresso em distintas localizações no genoma de YF 17D e talvez 

em diferentes compartimentos celulares não forneceu proteção comparável à Formulação 1 

testada anteriormente, a mais eficaz, protegendo 58% dos camundongos (P = 0,0001, Log-

Rank). 
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Tabela 4.13 - Percentuais de sobrevida e tempo médio de sobrevida de camundongos A/J vacinados 

com formulações virais e desafiados com T.cruzi 

Imunógeno 

Dias após desafio 

vivos / total de animais (%) 

 

AST ± SD 

30dpi 60 dpi 

Mock 0 / 12 (0) 0 / 12 (0) 21 ± 3 

YF 17DD 0 / 12 (0) 0 / 12 (0) 20 ± 2 

YF17D/NS2B3/Tc 2 / 12 (16) 1 / 12 (8) 27 ± 6*** 

YF17D/ENS1/Tc 3 / 12 (25) 2 / 12 (16) 26 ± 3*** 

YF17D/ENS1/Tc + 

YF17D/NS2B3/Tc 
3 / 11 (27) 1 / 11 (9) 25 ± 6** 

Formulação 1a 9 / 12 (75) 7 / 12 (58) 29 ± 6** 

Formulação 2b 3 / 7 (43) 3 / 7 (43) 24 ± 4** 

Formulação 3c 0 /10 (0) 0 / 10 (0) 22 ± 3 

Diferenças entre os tempos médios de sobrevida (AST) ± desvio-padrão (SD) dos grupos 

recombinantes quando comparados com YF 17DD (*** P < 0,0001; ** P < 0,05, teste Mann Whitney) 
a50% de vírus YF17D/ENS1/Tc e 50% de vírus YF17D/NS2B3/Tc 
b75% de vírus YF17D/ENS1/Tc e 25% de vírus YF17D/NS2B3/Tc 
c50% de vírus YF17D/E200/Tc e 50% de vírus YF17D/NS2B3/Tc 
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Figura 4.26 - Curva de sobrevida (%) de camundongos A/J vacinados e desafiados por T. cruzi. Os 

camundongos foram imunizados com duas doses de meio (Mock), YF 17DD , vírus recombinantes ou 

formulação destes (em uma imunização simultânea) e desafiados com 250 tripomastigotas de T. cruzi. 

Diferenças significativas em comparação com YF 17DD (***P < 0,0001; ** P < 0,01; * P < 0,05; 

teste Log-Rank). Formulação 1: 50% de vírus YF17D/ENS1/Tc e 50% de vírus YF17D/NS2B3/Tc; 

Formulação 2: 75% de vírus YF17D/ENS1/Tc e 25% de vírus YF17D/NS2B3/Tc e Formulação 3: 

50% de vírus YF17D/E200/Tc e 50% de vírus YF17D/NS2B3/Tc. Os dados foram obtidos de dois 

experimentos independentes. 

 

 

4.8.3. Avaliação da parasitemia em camundongos vacinados e infectados por T. 

cruzi 

 

Os níveis de parasitemia são frequentemente empregados em estudos de 

vacinação para Chagas, visto que níveis reduzidos de parasitas no sangue correlacionam-se 

com proteção de camundongos vacinados e desafiados por T. cruzi. Resultados preliminares 

mostraram que enquanto o grupo controle Mock apresentou um pico de 407 ± 196 x 104 
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parasitas / mL (média) no 10° dia pós-infecção (dpi), YF17D/ENS1/Tc e Formulação 1 

apresentaram cargas parasitárias menores, de 185 ± 64 parasitas / mL e de 138 ± 107 parasitas 

/ mL, respectivamente, em 9 dpi (Figura 4.27). Já YF17D/NS2B3/Tc induziu uma carga 

parasitária alta, similar ao controle, de 360 ± 139 x 104 parasitas / mL em 9 dpi. Apesar dos 

animais imunizados com YF17D/ENS1/Tc terem apresentado níveis parasitêmicos reduzidos 

em relação a YF17D/NS2B3/Tc e ao grupo controle Mock, somente a imunização com a 

Formulação 1 foi capaz de reduzir o pico de parasitemia de forma significativa em relação a 

Mock (P < 0,05; teste de Tukey).  

 

Figura 4.27 – Média dos níveis parasitêmicos obtidos de camundongos imunizados. Após duas doses 

de meio (Mock), YF17D/NS2B3/Tc, YF17D/ENS1/Tc e Formulação 1, os camundongos foram 

desafiados com T. cruzi (cepa Y), conforme descrito anteriormente. Formulação 1: 50% de vírus 

YF17D/ENS1/Tc e 50% de vírus YF17D/NS2B3/Tc. * P < 0,05; teste de Tukey.  

 

4.8.4. Determinação da indução de células de baço produtoras de interferon-

gama específicas a TEWETGQI ou ao Vírus da Febre Amarela nos animais 

imunizados 

 

A secreção de IFN-γ é particularmente importante tanto na sobrevivência de 

camundongos atuando como um mediador da resposta adaptativa, quanto na evolução da 
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infecção de T. cruzi na doença de Chagas no homem (Tzelepis et al., 2006, 2007; Martin et 

al., 2006). Assim, nesta parte do trabalho, avaliamos se a imunização com os vírus 

recombinantes sozinhos ou com a Formulação 1 viral induz uma resposta de células T CD8+ 

produtoras de IFN-γ específicas para o epítopo TEWETGQI, conforme descrito por Araújo e 

equipe (2005) em outros tipos de vacinas estudadas em camundongos.  

Os esplenócitos de camundongos A/J foram analisados em sete dias após a 

primeira ou segunda dose e quinze dias após o desafio com T. cruzi. Além disso, com o 

objetivo de melhor avaliarmos a indução de células específicas durante o protocolo de 

vacinação, bem como o aumento da resposta celular (secundária) após o reforço (segunda 

dose) de vírus YF 17D recombinantes, decidimos por determinar o número de células 

produtoras de IFN-γ em camundongos vacinados com uma dose e duas doses (Figura 4.28A-

D).  

Verificamos que, após uma dose, a resposta específica para o vírus YF 17DD não 

diferiu entre os grupos de imunizações, sendo que a imunização com YF 17DD gerou uma 

média de 55 ± 48 células produtoras de IFN-γ, em comparação com a Formulação 1 e 

YF17D/NS2B3/Tc, as quais geraram em torno de 40 células produtoras de IFN-γ (Figura 

4.28A). Já o vírus YF17D/ENS1/Tc induziu uma média menor, de 21 ± 28 células produtoras 

de IFN-γ. No entanto, este valor não diferiu de forma significativa de YF 17DD (teste de 

Tukey). Quando avaliamos células estimuladas com o vírus YF 17DD, obtidas após duas 

doses, observamos que todos os grupos imunizados com víurs recombinantes ou Formulação 

1 são capazes de induzir o mesmo nível de IFN-γ que o grupo imunizado com o vacinal YF 

17DD (não há diferenças estatísticas) (Figura 4.28C). No entanto, há diferenças significativas 

entre todos os grupos imunizados com vírus recombinantes em relação ao grupo Mock (P < 

0,05; teste de Tukey).  

 Em relação a células secretoras de IFN-γ que respondem especificamente ao 

estímulo com o peptídeo TEWETGQI de ASP-2 de T. cruzi, a administração de uma única 

dose da Formulação 1 induziu 104 ± 44 células produtoras de IFN-γ, enquanto que o controle 

vacinal YF 17DD levou à detecção de apenas 4 ± 6 células produtoras de IFN-γ (P < 0,0001; 

teste de Tukey) (Figura 4.28B). A imunização com dose única do vírus YF17D/ENS1/Tc 

gerou poucas células secretoras de IFN-γ (41 ± 23) em relação aos outros grupos, sendo essa 

diferença estatisticamente significativa quando comparada ao grupo imunizado com a 

Formulação 1 (P < 0,05, teste de Tukey). Além da Formulação 1, o vírus YF17D/NS2B3/Tc 

também se mostrou significativo na indução de células secretoras de IFN-γ (P < 0,05, teste de 
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Tukey), embora não na mesma magnitude do que a Formulação 1, tendo gerado uma média de 

58 ± 53 células produtoras de IFN-γ.  

Em relação à dose reforço, administrada em um intervalo de 15 dias, nós vemos 

que os grupos de vírus recombinantes são capazes de expandir o número de células produtoras 

de IFN-γ, mediante estímulo com o vetor vacinal (P < 0,007, teste t, Mann-Whitney) (Figura 

4.29A). O mesmo ocorre nas análises efetuadas em esplenócitos isolados de grupos de 

animais vacinados com vírus recombinantes mediante estímulo com o peptídeo TEWETGQI 

(P < 0,05, teste t, Mann-Whitney) (Figura 4.29B). Observamos que a resposta anamnéstica 

específica para o vetor vacinal é similar para todos os grupos, enquanto que para o peptídeo-

específico, tanto YF17D/ENS1/Tc quanto a Formulação 1 são capazes de induzir um aumento 

significativo de células respondedoras após a 2ª dose, gerando médias de 254 ± 158 e 255 ± 

129 células secretoras de IFN-γ, respectivamente (Figuras 4.28D e 4.29B). Assim, vemos que 

a Formulação 1 induz mais do que o dobro da resposta inicial (P = 0,007, teste t, Mann-

Whitney) e YF17D/ENS1/Tc é capaz de induzir até seis vezes mais com o reforço da dose (P 

= 0,001, teste t, Mann-Whitney).  

Células de baço, recuperadas de camundongos desafiados com uma dose letal de 

T. cruzi, mostraram que tanto as imunizações dos dois vírus recombinantes 

(YF17D/NS2B3/Tc ou YF17D/ENS1/Tc), separadamente, quanto simultaneamente 

(Formulação 1) são capazes de induzir a expansão de níveis mais elevados de células 

responsivas ao peptídeo TEWETGQI pós-desafio, aumentando em até seis vezes o n° de 

células produtoras de IFN-γ, quando comparado com a 2ª dose (P < 0,001, teste t, Mann-

Whitney). YF17D/ENS1/Tc e Formulação 1 foram capazes de induzir células produtoras de 

IFN-γ (1689 ± 497 e 1728 ± 1029, respectivamente) maiores do que YF17D/NS2B3/Tc (1091 

± 476). 
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A) células responsivas a YF 17DD – 1 dose  B) células responsivas a TEWETGQI - 1 dose  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C) células responsivas a YF 17DD – 2 doses             D) células responsivas a TEWETGQI - 2 doses 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

E) células responsivas a TEWETGQI - pós-desafio T. cruzi 
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Figura 4.28 – Análise da produção de IFN-γ por esplenócitos de camundongos imunizados com 

YF17D/ENS1/Tc e desafiados com T. cruzi. Os animais foram imunizados com Meio Earle 199 

(Mock), vírus YF 17DD, vírus recombinantes (YF17D/NS2B3/Tc e YF17D/ENS1/Tc) ou Formulação 

1 (50% de YF17D/NS2B3/Tc  e 50% de YF17D/ENS1/Tc). Os gráficos representam o número de 

células produtoras de IFN-γ específicas para: (A) o vírus YF 17DD inativado, após 1 dose vacinal; (B) 

o peptídeo TEWETGQI, após 1 dose vacinal; (C) o vírus YF 17DD inativado, após 2 doses vacinais; 

(D) o peptídeo TEWETGQI, após 2 doses; (E) o peptídeo TEWETGQI, após o desafio com T. cruzi. 

Os resultados representam n° de spots produzidos por células produtoras de IFN-γ por 106 células do 

baço. * P < 0,05, ** P < 0,01 e *** P < 0,001, diferenças significativas pelo teste de Tukey.  Os dados 

foram obtidos de pelo menos dois experimentos independentes. 
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        A) células responsivas a YF 17DD – 1 e 2 doses 

 
 
B) células responsivas a TEWETGQI - 1 e 2 doses 

   
 
C) células responsivas a TEWETGQI – 2 doses e pós-desafio 
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Figura 4.29 – Quantificação da expansão do número de células produtoras de IFN-γ antes e após 

desafio com T. cruzi. Camundongos A/J foram imunizados com Meio Earle 199 (Mock), com os vírus 

YF 17DD, YF17D/NS2B3/Tc, YF17D/ENS1/Tc ou com a Formulação 1 (50% de YF17D/NS2B3/Tc 

e 50% de YF17D/ENS1/Tc). Os gráficos representam as análises comparativas entre a primeira e 

segunda dose do regime de vacinação nos camundongos A/J, em relação a: (A) esplenócitos 

estimulados com vírus YF 17DD inativado; (B) esplenócitos estimulados com peptídeo TEWETGQI e 

(C) esplenócitos estimulados com TEWETGQI após o desafio com T. cruzi. Os resultados 

representam números de spots produzidos por células produtoras de IFN-γ por 106 células do baço e 

são representativos de pelo menos dois experimentos independentes. *P < 0,05, ** P < 0,01 e *** P < 

0,001, teste t, Mann-Whitney. Estes valores descrevem diferenças estatisticamente significativas. 

 

4.8.5. Ensaios de linfoproliferação de células T CD4+ e T CD8+ por marcação 

com CFSE 

 

Os ensaios de linfoproliferação foram empregados neste trabalho com o intuito 

de se determinar a ativação de linfócitos T CD4+ ou T CD8+ em células do baço secretoras de 

IFN-γ de animais vacinados com o vírus vacinal YF 17DD, com os vírus recombinantes e, em 

especial, com a Formulação 1, condição que gerou os mais satisfatórios resultados de proteção 

ao desafio com T. cruzi e de secreção de IFN-γ. Além disso, queríamos determinar a presença 

de linfócitos T CD8+ específicos ao epítopo TEWETGQI de T. cruzi ativados pela vacinação 

com a Formulação 1 em camundongos A/J, de modo a compararmos estes resultados com os 

descritos anteriormente por outros autores sobre a correlação positiva entre proteção e 

ativação de células T CD8+ produtoras de IFN-γ específicas ao epítopo TEWETGQI (Araújo 

et al., 2005). Pretendia-se também com esta análise estabelecer se esta vacinação estaria 

induzindo um repertório linfocitário diferenciado quando comparado aos outros grupos virais, 

controle e demais recombinantes. Além disso, o repertório de linfócitos induzido pela 

vacinação com YF17DD por si só, constitui um ponto de interesse (Querec et al., 2009).        

Para realizarmos estas análises, utilizamos o marcador vital intracelular CFSE 

(carboxyfluorescein diacetate, succinimidyl ester) que após difusão intracelular, se torna 

fluorescente e cujos agrupamentos livres de amina reagem com proteínas intracelulares, 

formando complexos de CSFE-proteínas, de longa-duração (principalmente os formados com 

componentes do citoesqueleto), que são monitorados durante várias divisões celulares. 

Esplenócitos foram recuperados de grupos de três camundongos A/J vacinados ou não com 

uma ou duas doses (seguindo o mesmo cronograma realizado para as análises anteriores) e 
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foram incubados ou não na presença de estímulos (YF 17DD inativado, TEWETGQI ou 

ConA) com CFSE e marcados com anti-CD8-PE-Cy5 e anti-CD4-R-PE em cada poço. 

Posteriormente, estas células foram fixadas e lidas em citômetro de fluxo (FACSCalibur).   

Empregando-se esta condição de marcação, lançamos mão de uma análise que 

pode ser visualizada no esquema representativo apresentado na Figura 4.30, na qual 

selecionamos inicialmente um gating de linfócitos pelo tamanho (FSC - eixo X) e 

granulosidade (SSC – eixo Y) (Figura 4.30A), a partir deste, selecionamos populações de 

células CD4+ (eixo X) ou CD8+ (eixo Y) (Figura 4.30B) e analisamos para cada uma destas 

populações separadamente, a porcentagem de células proliferativas (visualizadas pela redução 

na intensidade de marcação com CFSE ou deslocamento para esquerda) (Figura 4.30C – D). 

 

Figura 4.30 – Esquema representativo do tipo de análise realizada para determinação de ativação de 

linfócitos T CD4+ e CD8+ presentes em esplenócitos de camundongos A/J imunizados com diferentes 

composições vacinais. A) Gating de linfócitos definido por tamanho (eixo X- FSC) e granulosidade 

(eixo Y - SSC). B) Gating nos sub-conjuntos de CD4-PE e CD8-Cy. C) Marcação e porcentagem das 

células CD8+ CFSElow proliferativas. D) Marcação e porcentagem das células CFSElow proliferativas 

CD4+. 

 

A redução na intensidade de marcação pelo CFSE, indicando a proliferação das 

sub-populações CD4+ e CD8+ (deslocamento para a esquerda do gráfico) está mostrada no 

esquema representativo da Figura 4.31, na qual a porcentagem de células do baço que 

proliferaram após uma dose é diferenciada dependendo do estímulo empregado. Enquanto que 



 

o estímulo inespecífico por 

4.31D), a maioria das amostras analisadas 

estímulo é um bom indutor de linfoproliferação (Figura 4.3

4.31C). 

 

Figura 4.31 – Linfoproliferação 

Gráficos representativos mostrando picos e porcentagens de linfoproliferação a partir de esplenócitos 

recuperados de camundongos A/J imunizados. As células foram estimuladas 

cultura, B) YF 17DD inativado, C) TEWETGQI e D) 

 

Mediante estímulo com peptídeo TEWETGQI, confirmamos que células 

oriundas de camundongos imunizados com uma única dose de vírus recombinantes 

(YF17D/NS2B3/Tc e YF17D/ENS1/Tc) ou formulação destes (

50% de YF17D/ENS1/Tc –

percentuais de células CFSE

foram vacinados com a Formulação 1 (2

YF17D/NS2B3/Tc (12%) em relação ao

(1%). Este resultado está de acordo com os percentuais de células produtoras de IFN

por ELISPOT, em que a Formulação 1 e YF17D/NS2B3/Tc mostraram

apresentar uma resposta melhor do que YF

parâmetros analisados. A figura 4.3
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o estímulo inespecífico por ConA induz a proliferação da maior parte dos linfócitos (Figura 

D), a maioria das amostras analisadas demonstra que o próprio vírus YF

um bom indutor de linfoproliferação (Figura 4.31B), além de TEWETGQI (Figura 

Linfoproliferação in vitro por CFSE após uma única dose da 

Gráficos representativos mostrando picos e porcentagens de linfoproliferação a partir de esplenócitos 

recuperados de camundongos A/J imunizados. As células foram estimuladas in vitro

17DD inativado, C) TEWETGQI e D) ConA. 

Mediante estímulo com peptídeo TEWETGQI, confirmamos que células 

oriundas de camundongos imunizados com uma única dose de vírus recombinantes 

(YF17D/NS2B3/Tc e YF17D/ENS1/Tc) ou formulação destes (50% de 

– Formulação 1) são capazes de proliferar (Figura 4.3

percentuais de células CFSElow T CD8+ TEWETGQI-específicas são maiores em animais que 

foram vacinados com a Formulação 1 (29%) seguido dos animais imunizados com o vírus 

%) em relação aos animais que receberam o vírus

(1%). Este resultado está de acordo com os percentuais de células produtoras de IFN

por ELISPOT, em que a Formulação 1 e YF17D/NS2B3/Tc mostraram

apresentar uma resposta melhor do que YF17D/ENS1/Tc após uma dose, dentro dos 

A figura 4.32B mostra gráficos representativos dos percentuais de 

maior parte dos linfócitos (Figura 

o próprio vírus YF 17DD como 

, além de TEWETGQI (Figura 

 

da Formulação Viral 1. 

Gráficos representativos mostrando picos e porcentagens de linfoproliferação a partir de esplenócitos 

in vitro com: A) meio de 

Mediante estímulo com peptídeo TEWETGQI, confirmamos que células 

oriundas de camundongos imunizados com uma única dose de vírus recombinantes 

50% de YF17D/NS2B3/Tc e 

) são capazes de proliferar (Figura 4.32A) e que os 

específicas são maiores em animais que 

uido dos animais imunizados com o vírus 

s animais que receberam o vírus YF17D/ENS1/Tc 

(1%). Este resultado está de acordo com os percentuais de células produtoras de IFN-γ obtidos 

por ELISPOT, em que a Formulação 1 e YF17D/NS2B3/Tc mostraram-se capazes de 

17D/ENS1/Tc após uma dose, dentro dos 

tivos dos percentuais de 



 

células T CD8+ CFSElow 

vacinados com YF17D/NS2B3/Tc

 

A)    

Figura 4.32 - Células CFSElow

vírus recombinantes ou Formulação viral 1. A) Média dos percentuais de células T CD8

responsivas a TEWETGQI para cada imunização. Os valores específicos (células estimuladas) foram 

descontados dos não-específicos (células não

análise realizada para cada 

YF17D/ENS1/Tc ou Formulação 1, indicando os percentuais de células CFSE

ou não com TEWETGQI. Os percentuais foram contabilizados para a montagem do gráfico A. 

 

Quando células oriundas de camundongos imunizados com 

composições vacinais são estimuladas com o próprio vírus vacinal YF 17DD inativado, 

verificamos um balanço na resposta celular de T CD4

que não parece diferir dentre os grupos imunizados com YF 17DD ou com os

recombinantes (Figura 4.33

recombinantes e o vacinal é capaz de induzir um aumento de pelo menos duas vezes mais o 

percentual de linfoproliferação, tanto de T 
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 estimuladas ou não com TEWETGQI a partir de camundongos 

YF17D/NS2B3/Tc, YF17D/ENS1/Tc ou Formulação 1. 

     B) 

low CD8+ responsivas a TEWETGQI após uma dose de YF

vírus recombinantes ou Formulação viral 1. A) Média dos percentuais de células T CD8

responsivas a TEWETGQI para cada imunização. Os valores específicos (células estimuladas) foram 

específicos (células não-estimuladas) para cada grupo. B) Representativo de 

análise realizada para cada grupo de camundongos imunizados com

YF17D/ENS1/Tc ou Formulação 1, indicando os percentuais de células CFSE

ou não com TEWETGQI. Os percentuais foram contabilizados para a montagem do gráfico A. 

Quando células oriundas de camundongos imunizados com 

composições vacinais são estimuladas com o próprio vírus vacinal YF 17DD inativado, 

verificamos um balanço na resposta celular de T CD4+ e T CD8+, com uma ou duas doses, 

dentre os grupos imunizados com YF 17DD ou com os

3). Verificamos que a segunda imunização (2ª dose) com os vírus 

recombinantes e o vacinal é capaz de induzir um aumento de pelo menos duas vezes mais o 

percentual de linfoproliferação, tanto de T CD4+ quanto de T CD8+.   

a partir de camundongos 

ou Formulação 1.  

 

responsivas a TEWETGQI após uma dose de YF 17DD vacinal, 

vírus recombinantes ou Formulação viral 1. A) Média dos percentuais de células T CD8+ CFSElow 

responsivas a TEWETGQI para cada imunização. Os valores específicos (células estimuladas) foram 

estimuladas) para cada grupo. B) Representativo de 

com YF17D/NS2B3/Tc, 

YF17D/ENS1/Tc ou Formulação 1, indicando os percentuais de células CFSElow T CD8+  estimuladas 

ou não com TEWETGQI. Os percentuais foram contabilizados para a montagem do gráfico A.  

Quando células oriundas de camundongos imunizados com as diferentes 

composições vacinais são estimuladas com o próprio vírus vacinal YF 17DD inativado, 

com uma ou duas doses, 

dentre os grupos imunizados com YF 17DD ou com os vírus 

a segunda imunização (2ª dose) com os vírus 

recombinantes e o vacinal é capaz de induzir um aumento de pelo menos duas vezes mais o 
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Figura 4.33 – Porcentagens de células CFSElow responsivas ao Vírus da Febre Amarela vacinal. Os 

gráficos mostram resposta celular T CD4+ e T CD8+ após uma ou duas doses com o vírus YF 17DD, 

17D recombinantes ou Formulação Viral 1. 

 

 

 

Resumidamente, os resultados obtidos neste trabalho mostraram que apesar dos 

vírus recombinantes de FA terem se mostrado imunogênicos e capazes de aumentar o tempo 

médio de sobrevida de camundongos desafiados por T. cruzi, o uso destes foi mais eficaz 

quando combinados em formulações virais, apresentando antígenos de ASP-2, os quais são 

expressos em diferentes compartimentos celulares – citoplasma e RE e possivelmente se 

complementam. Essas características podem ter contribuído para um maior grau de proteção, 

conforme avaliado em ensaios de desafio com camundongos A/J.  

Para resumir os resultados apresentados nesta tese, demonstramos na tabela 4.14 

uma análise comparativa das imunizações realizadas e seus respectivos percentuais de 

proteção após desafio pelo T. cruzi, enquanto que os parâmetros de imunogenicidade 

induzidos pelos vírus recombinantes 17D e Formulação 1 avaliados neste trabalho para o 

Vírus da Febre Amarela e para T. cruzi estão descritos nas tabelas 4.15 e 4.16, 

respectivamente.  
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Tabela 4.14 – Comparação do grau de proteção aferido pelos diferentes vírus YF 17D recombinantes 

adotados neste trabalho 

Imunizações consecutivas 

    Vírus recombinantes Proteção (60 dpi) 

1 dose 2 doses  

YF17D/E200/Tc YF17D/E200/Tc 0% 

YF17D/NS2B3/Tc YF17D/NS2B3/Tc 8 – 13% 

YF17D/ENS1/Tc YF17D/ENS1/Tc 16% 

YF17D/ENS1/Tc YF17D/NS2B3/Tc 9% 

Imunizações simultâneas 

Formulações virais Proteção (60 dpi) 

YF17D/NS2B3/Tc e 

YF17D/ENS1/Tc 
50% cada 58% 

YF17D/NS2B3/Tc e 

YF17D/ENS1/Tc 
1:4, respectivamente 43% 

YF17D/NS2B3/Tc e 

YF17D/E200/Tc 
50% cada 0% 
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Tabela 4.15 – Resumo dos parâmetros de imunogenicidade dos vírus recombinantes para o Vírus da 

Febre Amarela avaliados neste trabalho  

 

Anticorpos 

neutralizantes de FA 

(PRNT 50%) 

 

Nº de células 

produtoras de IFN-γ 

/ 106 esplenócitos 

(ELISPOT) 

 

Linfoproliferação (% CFSElow) 

CD4+ CD8+ 

 1 dose 2 doses 1 dose 2 doses 1 dose 2 doses 1 dose 2 doses 

YF 17DD 358  1007  55  180 25 48 14 36 

17D/E200/Tc 41  124 ND 52  ND ND ND ND 

17D/NS2B3/Tc 90  277 40  160  15 42 12 23 

17D/ENS1/Tc ND 69  21  206  8 34 8 21 

Formulação 1 ND 51  41  166  13 50 9 27 

ND, não determinado 

 

 

Tabela 4.16 – Resumo dos parâmetros de imunogenicidade dos vírus recombinantes para T. cruzi 

avaliados neste trabalho  

 
Nº de células produtoras de IFN-γ 

/ 106 esplenócitos (ELISPOT) 

Linfoproliferação 

(% CFSElow) 

Proteção 

(%) 

Parasitemia 

X 104 / mL 

 TEWETGQI CD8+ 60 dpi 9 – 10 dpi 

 1 dose 2 doses Pós desafio 1 dose   

YF 17DD / Mock 4 7 105 0 0% 407 

17D/E200/Tc ND 57 1240 ND 0% ND 

17D/NS2B3/Tc 58 165 1091 12 8 – 13% 360 

17D/ENS1/Tc 41 254 1689 1 16% 185 

Formulação 1 104 255 1728 29 58% 138 

TEWETGQI / Adj ND 68 899 ND 0% ND 

ND, não determinado 
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5. DISCUSSÃO 

 

5.1 Imunidade protetora contra T. cruzi e relação com a imunidade induzida 

pela vacinação com 17D, escolha dos antígenos heterólogos 

 

Na última década, vários antígenos do parasita intracelular Trypanosoma cruzi foram 

testados em ensaios de vacinação em camundongos. Estes estudos incluíram DNA plasmidial, 

proteínas recombinantes associadas com adjuvantes, além de bactérias ou vetores virais (Garg 

& Tarleton, 2002, Boscardin et al, 2003; Araújo et al, 2005; Cazorla et al, 2008; Miyahira et 

al., 2005; De Alencar et al, 2009). No entanto, alguns destes foram somente associados à 

proteção quando em conjunto com adjuvantes Th 1 ou em regimes de dose-reforço que 

utilizava diferentes vetores (prime-boost heterólogo) (Hoft & Eickhoff, 2005; Hoft et al., 

2007; Vasconcelos et al. , 2003; De Alencar et al, 2009). Além disso, a imunogenicidade da 

vacina de DNA ainda não está bem estabelecida no homem, e ainda, o uso de proteínas 

recombinantes ou vacinas de subunidades podem exigir o uso de formulações com adjuvantes 

certificados para uso humano (Vasconcelos et al., 2003). Ensaios clínicos com novos 

candidatos virais recombinantes para malária, tuberculose ou AIDS mostraram bons níveis de 

imunidade celular em comparação com outras vacinas de subunidades ou de DNA. No caso, o 

vírus YF 17D possui algumas vantagens como vetor, que incluem a indução de 

imunogenicidade de longa-duração e a não-incorporação de material genético ao genoma do 

hospedeiro.  

Vacinas que utilizaram antígenos de T. cruzi provenientes das formas extracelulares 

tripomastigotas (trans-sialidases), não mostraram a mesma magnitude de proteção, em 

camundongos altamente suscetíveis, quanto às realizadas com antígenos de amastigotas ASP-

2 (Vasconcelos et al., 2003; 2004). É possível que antígenos provenientes de formas 

intracelulares de amastigotas sejam melhores alvos de uma resposta imune protetora. Além 

disso, os ninhos de amastigotas estão criticamente envolvidos na patologia crônica de Chagas 

(Tarleton et al., 2001).   

Neste trabalho, decidimos por expressar um peptídeo e um fragmento imunogênico, 

ambos provenientes da proteína de superfície de amastigotas 2 (ASP-2) de T. cruzi, em três 

regiões distintas do genoma de YF17D, originando três vírus recombinantes. A escolha desta 

proteína baseou-se nos resultados sobre sua imunogenicidade, anteriormente descritos, para os 

antígenos expressos por amastigotas, formas intracelulares do parasita (Boscardin et al, 2003; 

Araújo et al, 2005; Silveira et al, 2008). Tínhamos a intenção de avaliar se antígenos da 



133 

 

proteína ASP-2 de T. cruzi ao serem expressos em três estratégias diferentes - e que também 

envolviam a presença de um ou mais epítopos desta proteína - poderiam induzir resposta 

imunológica específica e se estas, em função do tipo e intensidade poderiam proteger 

camundongos vacinados frente ao desafio com formas tripomastigotas de T. cruzi, cepa Y. 

Esta foi a primeira descrição de vírus recombinantes YF17D expressando antígenos de T. 

cruzi.  

A escolha do epítopo TEWETGQI de ASP-2 foi baseada na sua capacidade de indução 

de linfócitos T CD8+ restritos ao MHC classe I (Araújo et al., 2005). O epítopo TEWETGQI, 

extensivamente utilizado em nosso trabalho, foi caracterizado como um epítopo indutor de 

células T citotóxicas, imunodominante e demonstrou ser capaz de induzir células T CD8+ 

produtoras de IFN-γ de forma mais robusta do que outros epítopos presentes em ASP-2 

(Araújo et al., 2005). Outros epítopos de ASP-2, reconhecidos por MHC classe I (H-2Kd) 

foram testados em ensaios de ELISPOT após vacinação de camundongos BALB/c com 

plasmídeo de DNA contendo gene de ASP-2 (Boscardin et al., 2003). Nenhum dos 14 

peptídeos testados foi capaz de induzir produção de IFN-γ. Em outro trabalho, utilizando 

camundongos A/Sn, de sete peptídeos MHC classe I testados, apenas TEWETGQI foi capaz 

de induzir um aumento nos níveis de IFN-γ (Araújo et al., 2005).   

Durante o desenvolvimento do ciclo intracelular de T. cruzi, ASP-2, ancorada na 

membrana por âncoras de GPI, é naturalmente liberada pelo parasito no citoplasma da célula 

infectada entrando na via de processamento por MHC classe I (Low et al., 1998). Células T 

CD8+ específicas para amastigotas são capazes de lisar células não-fagocíticas infectadas por 

T. cruzi ou secretar potentes mediadores como IFN-γ, auxiliando a eliminação de parasitas 

intracelulares como T. cruzi (Rodrigues et al., 2003). Assim, a imunidade gerada pela 

imunização com a proteína ou de fragmentos peptídicos provenientes da ASP-2 mostrou-se 

associada com uma resposta tipo Th1, com produção de IFN-γ por células T CD8+ (Rodrigues 

et al., 2003). Altos níveis de IFN-γ têm sido associado à proteção de muitas infecções por 

agentes intracelulares parasitários e virais (Martin & Tarleton, 2004). A produção de IFN-γ 

pelas células T CD8+ é um dos mecanismos envolvidos na resposta imune contra T. cruzi, 

atuando na célula infectada do hospedeiro ativando mecanismos de indução de óxido 

nítrico/sintase (iNOS) (Hoft & Eickhoff, 2005). Além disso, as células T CD8+ ativadas 

podem possuir atividade citolítica através de granzimas ou perforinas, com a habilidade de 

formar poros na membrana do parasita (Nickell & Sharma, 2000).  

Sabemos que o vírus YF 17D apresenta como propriedades imunológicas a capacidade de 

gerar resposta celular Th1, induzindo linfócitos T citotóxicos específicos e uma produção 
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precoce de IFN-γ após vacinação (Querec et al., 2006; Franco et al., 2010). Nesse sentido, 

buscamos avaliar se as vacinações com os vírus YF 17D recombinantes seriam capazes de 

induzir resposta celular, através da produção de IFN-γ por linfócitos T CD8+, estimulados in 

vitro com epítopo de ASP-2, TEWETGQI, o que será melhor discutido adiante. 

 

5.2 Influência do local genômico de expressão 

 

A primeira abordagem de expressão do epítopo TEWETGQI deu-se na proteína de 

Envelope viral, originando o vírus YF17D/E200/Tc. A escolha do sítio de inserção na alça fg 

da proteína E do vírus YF 17D foi baseada em metodologia previamente estabelecida por 

nosso grupo de pesquisa, na qual uma “deleção” natural de seis aminoácidos na alça fg de 

YFV, JEV e DENV2 em relação a esta região do TBE tornou possível à acomodação de 

insertos nesta região (Bonaldo et al., 2002, 2006). No entanto, a viabilidade do vírus 

recombinante YF17D/E200/Tc está também relacionada a determinadas características do 

epítopo TEWETGQI, o qual segue alguns critérios físico-químicos importantes, que foram 

previamente estabelecidos por nosso grupo (Bonaldo et al., 2002 ; Bonaldo, MC comunicação 

pessoal). Uma das características diz respeito ao tamanho do inserto, que deve ser 

preferencialmente em torno 50 pb ou 15 aminoácidos. O epítopo TEWETGQI é de 8 resíduos 

de aminoácidos ou uma seqüência codante de 24 pb.  

Outro fator seria a hidrofilicidade da alça fg, pois esta se encontra na superfície da 

proteína E exposta ao meio. Assim, a alça fg recombinante deve ser hidrofílica, mas de modo 

a conter certo grau de hidrofobicidade para sua estabilidade, isto é, não mais que 30% de 

resíduos hidrofóbicos, intercalados na sua seqüência. O epítopo TEWETGQI é de caráter 

hidrofílico e contém também resíduos hidrofóbicos (Ile e Trp) que contribuem para a 

estabilidade da alça. Isto permite, potencialmente, que esta alça recombinante seja expressa na 

superfície da partícula viral.  

O peptídeo TEWETGQI, expresso na alça fg, deve encontrar-se exposto na superfície da 

partícula viral, conforme demonstrado previamente para outro epítopo parasitário (Bonaldo et 

al., 2002). A partícula viral infectiva do vírus da febre amarela contém na sua superfície cerca 

de 180 monômeros de proteína E, o mesmo número que se espera do epítopo TEWETGQI. 

Este epítopo recombinante presente na superfície do vírion estaria exposto no meio 

extracelular e após infecção celular estaria associado a novas moléculas de monômeros de 

proteína E, sintetizados na célula infectada. Após a tradução e o processamento da 

poliproteína do vírus da FA, a proteína E é translocada ao lúmen do RE, permanecendo 
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ancorada na membrana desta organela até o empacotamento do RNA recém-sintetizado e a 

montagem do vírus imaturo que vai ser transportado pela via secretora ao aparato de Golgi e 

secretado para o meio extracelular por exocitose.  

A proteína E do vírus de FA é a principal proteína indutora de anticorpos neutralizantes e 

tem um papel central no mecanismo de imunidade protetora gerada pela vacina (Heinz et al., 

1986; Monath et al., 2007). De fato, demonstrou-se que a imunização de camundongos com 

vírus FA recombinante que expressava neste sítio de inserção um epítopo humoral 

imunodominante da proteína CS de P. falciparum, o epítopo (NANP)3 foi capaz de induzir 

anticorpos específicos a este mesmo epítopo (Bonaldo et al., 2002). Entretanto, alguns 

estudos demonstraram um importante papel da proteína E do vírus da FA na indução também 

de resposta celular em humanos e em camundongos (Co et al., 2002; Akondy et al., 2009; 

Maciel et al., 2008). Foi demonstrado pelo nosso grupo de pesquisa que a imunização de 

camundongos com vírus FA recombinante expressando inserto imunodominante, 

SYVPSAEQI, da proteína CS de P. yoelli seguido de uma dose do vírus vaccínia 

recombinante para a mesma proteína promoveu proteção estéril em cerca de 70% dos animais 

vacinados frente ao desafio com esporozoítas de P. yoelli, o que foi relacionado à indução de 

linfócitos T CD8+ específicos ao epítopo heterólogo SYVPSAEQI (R. Nussenzweig e M. 

Bonaldo, resultados não publicados).   

De fato, já se sabia que a proteína E é um dos alvos preferenciais na indução de resposta 

celular T contra o vírus da dengue (Rothman et al., 1996) e outros flavivírus (Hill et al., 

1992). Alguns epítopos T CD8+ puderam ser inicialmente mapeados na proteína E do vírus da 

FA utilizando diferentes protocolos de imunização em camundongos experimentais (Van der 

Most et al., 2002) e em vacinados humanos (Co et al., 2002). É provável que ocorra o 

processamento de epítopos da proteína E via MHC classe I através de fagocitose de vírions 

maduros liberados no meio extracelular ou pela ingestão de células infectadas pelas DC´s, que 

apresentam epítopos virais às células T CD8+ virgens de forma cruzada (cross-presentation).  

Além de induzir células T CD8+, a proteína E alberga também epítopos capazes de 

induzir células T CD4+ em ensaios experimentais com camundongos (Maciel et al., 2008), 

demonstrando que esta proteína é capaz de induzir uma resposta imune tanto via MHC classe 

I quanto classe II. No entanto, estes autores demonstraram que os epítopos T CD8+, presentes 

na proteína E foram capazes de induzir uma maior produção de IFN-γ por estas células do que 

os epítopos imunogênicos T CD4+, embora estes epítopos possam estar presentes em um 

repertório mais vasto. Em um estudo recente, Akondy e equipe (2009) caracterizaram a 

indução de células T CD8+ em indivíduos vacinados ao utilizar um conjunto de peptídeos 
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contendo toda a poliproteína viral, tendo sido verificado que mais de 10% das células T CD8+ 

produtoras de IFN-γ provenientes dos indivíduos vacinados eram específicas a epítopos da 

proteína E. Por sua vez, Mudd e equipe (2010), verificaram que a resposta de T CD8+ de 

maior magnitude em macacos rhesus vacinados com YF 17D correlacionou-se a peptídeos 

presentes no ectodomínio da proteína E.  

Este conjunto de trabalhos aponta para o fato de que a expressão de epítopos na proteína 

E pode levar à ativação de células T CD8+.  

A segunda metodologia de expressão consistiu na expressão do epítopo TEWETGQI na 

região intergênica da protease viral NS2B/NS3, que gerou o vírus YF17D/NS2B3/Tc. Esta 

abordagem tinha sido anteriormente empregada para a obtenção de vírus viáveis que 

expressavam corretamente epítopos heterólogos curtos, no contexto das moléculas de MHC 

classe I (McAllister et al., 2000; Barba-Spaeth et al., 2005; Tao et al., 2005). De uma maneira 

geral, estes trabalhos caracterizaram a ativação de células T CD8+ específicas a epítopos 

clonados na região NS2B/NS3. McAllister e equipe (2000) confirmaram que a apresentação 

do epítopo heterólogo, clonado no vírus recombinante, ocorria via MHC classe I e que em um 

modelo de desafio, a imunização com vírus recombinante YF 17D expressando proteína de 

melanoma entre NS2B/NS3 foi capaz de proteger 100% camundongos de uma dose letal de 

células tumorais que levaria ao crescimento de um tumor local ou à morte. No caso do epítopo 

de proteína de circumsporozoíta (CS) de Plasmodium yoelii (SYVSAEQI), clonado na mesma 

região do genoma de YF17D, a imunização foi capaz de inibir cerca de 67% de parasitas no 

fígado após o desafio com esporozoítas (Tao et al., 2005). 

Assim, substanciado por estes resultados prévios, utilizamos esta mesma metodologia de 

clonagem, que mais refletiria a via de indução natural da resposta imune do hospedeiro 

vertebrado à proteína ASP-2 de amastigotas intracelulares para a expressão de epítopo 

TEWETGQI de T. cruzi, indutor de linfócito T CD8+. O vírus recombinante construído neste 

trabalho, YF17D/NS2B3/Tc tem o peptídeo SP/TEWETGQI/GARR liberado no citosol 

devido à dupla clivagem pela protease viral. Nós podemos dizer que os resíduos (SP e 

GARR), que flanqueiam o epítopo TEWETGQI, não interferem no reconhecimento pelo 

MHC de classe I murino de H2-Kk, pois uma predição com base em algoritmos (ver 

Resultados, Tabela 4.6) mostrou que a força de ligação de determinados resíduos do epítopo 

TEWETGQI (Glu e Ile) ao MHC classe I é que determina a alta afinidade e reconhecimento 

deste epítopo pelo haplótipo H2-Kk.  

A terceira estratégia consistiu da construção de um cassete heterólogo expressando um 

fragmento proteico e imunogênico, maior, de 120 aminoácidos da proteína ASP-2 
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(compreendido entre os aminoácidos 261 e 380). A escolha deste fragmento (ASP-2261-380) foi 

substanciada por estudos anteriores que mapearam determinantes protetores em ASP-2, 

através da expressão e purificação de diferentes domínios proteicos em E. coli, usados em 

imunizações de camundongos altamente suscetíveis. Os dados obtidos revelaram que 

fragmentos compreendendo os terminais amino ou carboxi de ASP-2 não foram capazes de 

induzir uma resposta protetora em camundongos desafiados com T. cruzi, enquanto que o 

fragmento de 120 aminoácidos (ASP-2261-380) mostrou-se promissor, protegendo 100% dos 

camundongos infectados, com redução significativa da parasitemia, o que se correlacionou 

com o número de células produtoras de IFN-γ específicas ao epítopo TEWETGQI, epítopo 

presente em ASP-2261-380 (Araújo et al., 2005). Devido a estas boas características 

imunogênicas, este fragmento de ASP-2 foi escolhido para a clonagem e expressão no 

genoma do vírus FA.  

Apesar dos vírus recombinantes que expressam TEWETGQI na alça da proteína E e na 

região NS2B/NS3 terem sido imunogênicos e estáveis geneticamente, decidimos por obter um 

vírus recombinante que expressasse o fragmento imunogênico de 120 aminoácidos de ASP-2, 

pois a clonagem de insertos maiores teriam um potencial de aumentar a imunogenicidade 

viral, devido à provável presença de outros determinantes antigênicos neste mesmo 

fragmento, conforme foi pressuposto por De Alencar e equipe (2007). Além disso, a 

clonagem e expressão deste fragmento no envelope viral ou entre NS2B e NS3 não produziria 

vírus viáveis devido ao grande tamanho da inserção, que teria um efeito negativo na estrutura 

da proteína E ou afastaria as duas proteínas componentes do complexo proteolítico viral, não 

permitindo assim o correto enovelamento de NS2B e NS3 nestas regiões. Foi visto que a 

atividade de protease do complexo proteolítico requer a presença de ambas as proteínas NS2B 

e NS3 (Falgout et al., 1991) em uma conformação estrutural, dependente de uma associação 

não-covalente de NS3pro (domínio de protease de NS3) com um domínio central de 47 

aminoácidos de NS2B (Erbel et al., 2006) .  

Como a região entre a proteína estrutural E e a não-estrutural NS1 representa uma 

mudança funcional no genoma dos Flavivírus, inserções maiores, nesta localização, podem 

induzir uma menor perturbação no ciclo viral do que em outros sítios. Em nossa equipe, esta 

mesma região serviu de plataforma para gerar constructos de YF17D que expressavam a 

proteína autofluorescente GFP (Bonaldo et al., 2007) e um segmento de SIV-Gag (Bonaldo et 

al., 2010). Assim, a sequência heteróloga correspondente aos 120 resíduos de aminoácidos da 

proteína ASP-2 foi inserida e expressa na região intergênica entre a proteína E e a proteína 

não-estrutural NS1, originando o vírus YF17D/ENS1/Tc.  
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O desenho do cassete de expressão ASP-2261-380 em E/NS1 consistiu na duplicação da 

região de HA (haste-âncora completa) com sequências oriundas do vírus da Dengue 4, a qual 

possui 58% de homologia nucleotídica com a HA do vírus da Febre Amarela. Isto foi 

realizado com o objetivo de favorecer a estabilidade genética do vírus recombinante, visto que 

quanto menor a homologia destas sequências, menor a possibilidade de se obter cópias de 

RNA defeituosas durante a replicação viral (Bonaldo et al., 2007). Um outro aspecto 

importante foi a de que a presença do epítopo TEWETGQI no fragmento ASP-2261-380 

permitiu que pudéssemos avaliar comparativamente a capacidade de indução de células T 

específicas ao epítopo TEWETGQI nos três vírus. 

Os três vírus recombinantes para antígenos de ASP-2 de T. cruzi foram caracterizados 

quanto à sua capacidade de expressão do epítopo ou fragmento heterólogo, crescimento em 

cultura de células e atenuação in vivo, bem como a sua capacidade imunogênica em induzir 

tanto resposta humoral quanto celular direcionada ao vetor vacinal e ao peptídeo-específico de 

T. cruzi. Com as diferentes construções, pudemos avaliar diferencialmente formulações mais 

relacionadas à proteção imune em um modelo murino suscetível para infecção por T. cruzi. 

 

5.3 Caracterização dos vírus 17D recombinantes  

 

Os vírus recombinantes para o epítopo TEWETGQI apresentaram boas taxas de 

proliferação em células Vero quando comparados com o controle vacinal YF 17DD e se 

mostraram geneticamente estáveis em relação à manutenção da sequência codante do motivo 

TEWETGQI,  pelo menos até a oitava passagem seriada em células Vero. Estas características 

apontam para uma boa viabilidade dos vírus recombinantes, apesar de inserções heterólogas 

serem pouco suportadas pelo genoma viral (Li et al., 2007; revisado em Liniger et al., 2007). 

No entanto, as inserções claramente afetaram a morfologia da placa viral em células Vero, 

produzindo placas menores, quando comparada com o fenótipo de placa de YF 17DD, o que 

foi relatado também por outros trabalhos (Bonaldo et al., 2002; Franco et al., 2010).  A 

morfologia de placa produzida pelo vírus parental YF17D/E200T3, cujo arcabouço é mais 

similar ao dos vírus recombinantes, também produz placas menores do que o vacinal, embora 

ligeiramente maiores do que as placas dos vírus recombinantes (dados não mostrados). 

Quanto ao vírus recombinante para o fragmento de ASP-2 (ASP-2261-380), 

YF17D/ENS1/Tc, este mostrou-se também viável e apresentou características de proliferação 

em células Vero comparáveis com o vacinal YF 17DD, ainda que a diferença entre estes tenha 

sido de cerca de dez vezes menor que o vacinal no ponto máximo de crescimento do vírus 
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recombinante. Esta mesma diferença também se pronunciou para outros vírus recombinantes 

obtidos (Bonaldo et al., 2007; Bonaldo, MC, comunicação pessoal). Quanto à estabilidade 

genética viral, o inserto foi mantido íntegro sem deleções até a sexta passagem seriada, o que 

seria indicado por uma alteração no tamanho do fragmento de DNA (inferior a 1.681 pb) ou 

perda deste (banda equivalente a 1.000 pb, Figura 4.23, seção Resultados). Este resultado é 

compatível com o potencial desenvolvimento desta construção para fins industriais, visto que 

é possível desenvolver lotes-sementes vacinais, a partir de cDNA geneticamente estável na 

quarta passagem seriada (Marchevsky et al., 1995).  

Outras construções na região E/NS1 foram descritas, como por exemplo, a expressão de 

um precursor de glicoproteína de Lassa vírus, descrita por Bredenbeek e equipe (2006), porém 

esta construção foi desenhado para conter apenas a sequência duplicada correspondente ao 

domínio da TM2 do gene E, servindo como sequência-sinal para NS1, o que provavelmente 

gerou um processamento de sua poliproteína alterado e consequentemente, uma baixa 

replicação viral in vivo. Apesar disso, é possível obter constructos contendo apenas uma parte 

da HA (formas truncadas), com a eliminação das regiões H1 e CS (Bonaldo et al., 2010), ou 

contendo sequências provenientes de vírus relacionados, como a região transmembrana (E2) 

de Sindbis vírus, que foi duplicada após região correspondente ao inserto de SIV-Gag p24 

(Franco et al., 2010). No entanto, este último demonstrou ter uma replicação mais lenta em 

células Vero, além de ser instável após quatro passagens seriadas. 

Foi possível caracterizar a expressão do epitopo TEWETGQI de T. cruzi pelos vírus 

YF17D/E200/Tc e YF17D/NS2B3/Tc através de ensaios de imunofluorescência indireta, 

embora o padrão de detecção tenha diferido muito provavelmente devido aos sítios em que a 

proteína E e as proteínas NS2B e NS3 são expressas durante a infecção viral (Mackenzie, 

2005). A expressão do epítopo de ASP-2 na proteína E viral revelou um padrão de detecção 

na região perinuclear e ao longo de organelas tubulares, condizente com a importação da 

proteína E durante a tradução viral para o lúmen do retículo endoplasmático e a sua exocitose, 

na partícula viral, para o meio extracelular (Chambers et al., 1990). Por outro lado, o vírus 

YF17D/NS2B3/Tc é capaz de expressar o epítopo TEWETGQI em uma marcação pontual, 

vesicular, dispersa por todo o citoplasma. Sabe-se que a replicação viral dos flavivírus ocorre 

em um complexo de vesículas compartimentalizadas (RC ou do inglês Replication Complex) 

que tanto podem estar individualizadas no citoplasma ou associadas a outras vesículas por 

ligações de membrana (Mackenzie et al., 2005; Gillespie et al., 2010). O complexo de 

protease viral (proteína não-estrutural NS3 e o seu co-fator NS2B) localiza-se principalmente 

nas estruturas vesiculares relacionadas à tradução e processamento proteolítico, que são as 
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vesículas CM (convoluted membranes) e PC (paracrystalline arrays), para onde o RNA migra 

após replicação em VP (vesicle packets) (Gillespie et al., 2010). A formação de vesículas e a 

compartimentalização da replicação viral está associada a um mecanismo evolutivo de 

proteção viral à resposta imune do hospedeiro. A visualização de “pontos” marcados por anti-

TEWETGQI em YF17D/NS2B3/Tc sugere, possivelmente, que o epítopo esteja sendo 

liberado por NS2B/NS3 em vesículas próprias (CM/PC) onde ocorre a tradução e o 

processamento proteolítico por esta protease viral. No entanto, ensaios de imunolocalização 

serão necessários para confirmar a associação da protease viral bem como do epítopo 

heterólogo com as vesículas replicativas formadas durante a infecção viral.  

Nós mostramos também que a infecção viral em células Vero pelo vírus YF17D/NS1/Tc 

promoveu a expressão de epítopo específico TEWETGQI em ASP-2261-380. A localização 

aparentou estar restrita à região perinuclear, sugerindo sua retenção no RE. A expressão de 

GFP, clonada em um cassete similar entre E e NS1, demonstrou estar associada também ao 

RE (Bonaldo et al., 2007). De fato, estudos mostraram que a região transmembrana TM1, 

tanto do vírus da FA (Op de Beeck et al., 2004) quanto de JEV e DENV2 (Hsieh et al., 2008) 

possuem sinais específicos de retenção da proteína E ao RE. Dessa forma, é esperado que a 

proteína exógena clonada adjacente à região completa de HA, localizada no C-terminal da 

proteína E, permaneça ancorada à membrana do RE voltada para o lúmen do RE.  

Além disso, recentemente, um motivo de dois aminoácidos, presentes nas posições 10 e 

11 do N-terminal de NS1 (imediatamente após a sequência-sinal de clivagem) podem 

promover a associação desta proteína, em maior intensidade, à superfície celular, como no 

caso do motivo presente em WNV ou preferencialmente sua secreção da célula infectada, 

como em DENV (Youn et al., 2010). Não se sabe se a região N-terminal de NS1 de YFV 

promove a saída de NS1 do RE ou se, ainda, haveriam outros motivos em NS1 envolvidos 

mas de qualquer maneira, o motivo associado ao N-terminal do cassete heterólogo é uma 

versão truncada deste motivo, a qual compreende os resíduos de 1 a 9, não contendo a 

extensão completa em relação ao trecho mapeado em WNV e DENV. Desse modo, isto  

poderia comprometer a funcionalidade de uma possível sequência de secreção e/ou associação 

à superfície celular. Em nossa abordagem, é possível que tenhamos que efetuar alguma 

alteração no cassete E/NS1 de expressão para o direcionamento de proteínas heterólogas para 

outros compartimentos celulares. 

No entanto, concluímos após este tipo de análise que todas as estratégias de expressão de 

antígenos de ASP-2 de T. cruzi foram eficazes, permitindo a detecção da expressão pelos 

vírus YF17D/E200/Tc, YF17D/NS2B3/Tc e YF17D/NS1/Tc. 
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5.4 Atenuação dos vírus recombinantes  

 

Apesar de não existir uma clara correlação entre neurovirulência em camundongo e 

virulência e atenuação do vírus em humanos (Marchevsky et al., 2003), é importante 

demonstrar que pelo menos os vírus recombinantes expressando o epítopo TEWETGQI foram 

menos virulentos em camundongos Suíços, após um inóculo intracerebral, do que o vírus da 

vacina contra febre amarela YF 17DD, que em geral leva à morte da quase totalidade dos 

camundongos inoculados. Em nossos resultados, cerca de um terço dos animais morreram 

após a inoculação com YF17D/NS2B3/Tc e ainda menos animais morreram com o inóculo de 

YF17D/E200/Tc. Este resultado demonstra uma maior atenuação viral de YF17D/E200/Tc em 

relação a YF17D/NS2B3/Tc, possivelmente devido ao fato de que a inserção deste epítopo na 

proteína E viral causa um efeito mais deletéreo na viabilidade viral. A atenuação de vírus 

albergando epítopo na alça fg, como é o caso do recombinante YF17D/E200/Tc foi 

previamente demonstrada em outros trabalhos da nossa equipe (Bonaldo et al., 2002, 2005, 

2006).  

A alça fg está localizada no Domínio II da estrutura em 3D da proteína E, este domínio 

sofre uma transição em baixo pH, expondo um segmento de aminoácidos hidrofóbicos que 

está envolvido com a fusão do envelope viral ao endossoma. Essa transição envolve um 

rearranjo dos dímeros da proteína E em trímeros, resultando em uma nova formação espacial 

dos três domínios de E (Allison et al., 1995; Stiasny et al., 1996). Acredita-se que a inserção 

de epítopo na região da alça fg possa perturbar a associação dos trímeros da proteína E 

durante a mudança conformacional que ocorre no processo de fusão das membranas do vírus 

com a do endossoma, resultando em uma taxa de fusão de membranas mais lenta e no retardo 

da produção viral, o que poderia ocasionar uma infecção mais branda e um fenótipo viral mais 

atenuado no organismo infectado (Bonaldo et al., 2005). Não realizamos teste de 

neurovirulência com o vírus YF17D/NS1/Tc, mas dados obtidos por nosso grupo de pesquisa 

com um vírus que expressa a proteína GFP, obtido por estratégia semelhante de inserção na 

região intergenica E/NS1, mostrou que este vírus não é letal ao ser inoculado 

intracerebralmente em camundongos. 

Uma maior atenuação viral devido à perda da viabilidade viral comparativamente ao 

vírus controle vacinal (sub-cepa YF 17DD) indicaria então uma menor capacidade de 

propagação no hospedeiro, ou seja, uma menor expansão de massa antigênica viral. Isto pôde 

ser constatado quando camundongos A/J foram imunizados com os três vírus recombinantes e 

o controle vacinal YF 17DD. A imunização com os vírus recombinantes YF17D/E200/Tc, 
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YF17D/NS2B3/Tc ou YF17D/NS1/Tc foi capaz de induzir títulos de anticorpos neutralizantes 

para o vírus FA, porém estes títulos foram inferiores aos obtidos pela imunização com o vírus 

vacinal YF 17DD.   

 

5.5 Imunogenicidade dos vírus 17D recombinantes 

 

Com o objetivo de demonstrarmos a utilidade do vírus 17D como vetor de expressão para 

o desenvolvimento de novas vacinas e obter dados sobre mecanismos de imunidade e 

proteção, optamos por utilizar uma linhagem de camundongos altamente suscetível a uma 

infecção letal por T. cruzi, denominado A/J (H2-Kk). Além do epítopo TEWETGQI ser 

imunodominante para camundongos deste haplótipo, há ainda outro fator que favorece o uso 

desta linhagem em nossos estudos. A maioria dos estudos de vacinação para Chagas 

descrevem o uso de camundongos C57BL/6 e BALB/c, no entanto, estas linhagens não são 

tão suscetíveis à infecção por T. cruzi como os camundongos da linhagem do tipo A (A/Sn ou 

A/J), cuja infecção pelo parasito leva à mortalidade de 100% após um desafio com baixo 

número (Vasconcelos et al., 2004). Assim, essa linhagem se torna um modelo de estudo 

imunológico interessante para se avaliar níveis de proteção fornecidos por diferentes 

composições vacinais contra T. cruzi. Não se sabe exatamente o que causa a susceptibilidade 

dos camundongos A/J ou A/Sn, no entanto, os achados de Graefe e equipe (2003) indicaram 

que, na linhagem A/J, a presença de alelos recessivos poderiam ser responsáveis pela 

susceptibilidade murina ao T. cruzi, ou então, que a susceptibilidade ao parasito poderia 

depender da ação conjunta de múltiplos genes. Além disso, sabe-se que a susceptibilidade 

desta linhagem não está ligada ao MHC, visto que a linhagem B10.A (H2-Kk) é resistente à 

infecção por T. cruzi. Foi determinado que os animais A/J são capazes de apresentar uma 

elevação nos níveis de IL-4 e IL-5 (resposta tipo 2 - Th2), em consequência, apresentam 

baixos níveis de IFN-γ, o que pode causar a morte destes animais durante o curso natural de 

uma infecção pelo parasito (Liew et al., 1991).  

Como não haviam dados prévios, inicialmente determinamos o grau de susceptibilidade 

de A/J para o vírus da Febre Amarela YF 17DD e verificamos que a imunização subcutânea 

com este vírus protegeu os camundongos desta mesma linhagem contra um desafio 

intracerebral induzido pelo próprio YF 17DD. Altos títulos de anticorpos neutralizantes contra 

YF 17DD foram gerados pela imunização destes animais, assim como descrito para os 

camundongos BALB/c (Bonaldo et al., 2007).  
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5.5.1.  Indução de anticorpos neutralizantes e de células produtoras de 

IFN-γ  (comparação entre os vírus) 

 

Conforme foi discutido acima em relação à atenuação dos vírus recombinantes, a 

imunização de camundongos A/J com os vírus recombinantes foi capaz de induzir títulos 

menores de anticorpos neutralizantes do que a imunização com o vacinal YF 17DD, sendo 

que os títulos induzidos pelo vírus YF17D/ENS1/Tc foram ainda menores do que os obtidos 

para os outros vírus recombinantes (YF17D/NS2B3/Tc e YF17D/E200/Tc). Este dado é 

consistente com outra construção obtida pela nossa equipe (Bonaldo et al., 2007), indicando 

que o vírus recombinante na região E e NS1 pode apresentar uma replicação mais limitada 

quando comparada à do vírus YF 17DD in vivo. Esta propriedade pode estar correlacionada 

com a capacidade reduzida de proliferação em células Vero, antes observada nesse estudo.  

Entretanto, os baixos títulos de anticorpos neutralizantes para Febre Amarela, induzidos 

pelas imunizações com os vírus recombinantes pouco se correlacionam com o número de 

células produtoras de IFN-γ induzidas pelo vírus YF 17DD como antígeno in vitro, sendo que 

não há diferenças entre o vírus vacinal e os grupos de vírus recombinantes, tampouco há 

diferenças significativas entre os vírus recombinantes (Tabela 4.15, seção Resultados). Já 

quando analisamos a resposta celular induzida pelo peptídeo-específico TEWETGQI, vemos 

que todos os vírus recombinantes são capazes de induzir um número de células produtoras de 

IFN-γ específicas similar ou até mesmo superior do que a vacinação com somente o peptídeo 

TEWETGQI (com adjuvante). No entanto, observamos algumas diferenças entre os grupos de 

vírus recombinantes quanto à indução no número de células responsivas ao epítopo-específico 

TEWETGQI logo após uma imunização. Após duas imunizações, entretanto, os grupos quase 

não diferem entre si, com exceção de YF17D/E200/Tc (Tabela 4.16, seção Resultados).  

O número de esplenócitos produtores de IFN-γ induzidos pela vacinação por 

YF17D/E200/Tc foi menor do que o induzido pelo vírus YF17D/NS2B3/Tc ou 

YF17D/ENS1/Tc, tanto para o antígeno vacinal quanto para o epítopo TEWETGQI. Estes 

resultados podem ser um reflexo da capacidade reduzida de replicação in vivo do vírus mais 

atenuado, YF17D/E200/Tc, embora as eventuais células de memória induzidas pela vacinação 

com este vírus recombinante tenham sido suficientes para gerar um número significativo de 

células produtoras de IFN-γ após o desafio com T. cruzi.  

De uma maneira geral, em relação à vacinação dos camundongos A/J com um dos vírus 

recombinantes que expressam TEWETGQI (YF17D/E200/Tc ou YF17D/NS2B3/Tc), os 

nossos resultados mostraram que estes vírus puderam induzir uma média que variou entre 50 
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a 150 células produtoras de IFN-γ por 106 esplenócitos, quando estimuladas in vitro com o 

mesmo peptídeo. Este resultado está de acordo com a literatura, em que a imunização de A/Sn 

com o peptídeo GST-TEWETGQI induziu 150 células produtoras de IFN-γ por 106 

esplenócitos (De Alencar et al., 2007). Estes números estão de acordo também com os níveis 

de IFN-γ induzidos pelo vírus da FA em indivíduos vacinados (Santos et al., 2008). Em 

macacos Rhesus, um número significativo de células T CD4+ e T CD8+ produtoras de IFN-γ 

puderam ser precocemente detectadas 5 a 7 dias após vacinação com YF 17D, ao contrário da 

vacinação com adenovírus recombinante (rAd5) (Neves et al., 2010).  

Já a vacinação com o vírus recombinante expressando o fragmento de ASP-2261-380 

(YF17D/ENS1/Tc) foi capaz de induzir em torno de 250 células produtoras de IFN-γ após a 

segunda dose, acima dos valores obtidos para ambos os vírus expressando TEWETGQI. 

Comparativamente ao vírus que consideramos mais atenuado, YF17D/E200/Tc, o vírus 

YF17D/ENS1/Tc foi capaz de induzir um número maior de células responsivas após a 

segunda dose. Dessa forma, dentre os dois vírus que são atenuados, o vírus YF17D/ENS1/Tc 

parece ser mais eficiente em gerar uma resposta celular específica pré-desafio do que 

YF17D/E200/Tc (Tabela 4.16, seção Resultados). No entanto, estudos que determinem a 

massa antigênica e a viremia in vivo poderiam de fato relacionar a atenuação com a 

imunogenicidade dos vírus. Foi visto que macacos Rhesus vacinados com YF 17D são 

capazes de apresentar resposta celular T ainda que a viremia detectável seja baixa ou ausente 

(Mudd et al., 2010). 

 

5.5.2.  Expansão das células T CD8+ produtoras de IFN-γ e a relação com 

proteção 

 

Buscamos avaliar se os vírus poderiam ser capazes de induzir a expansão de células T 

CD8+ TEWETGQI-específicas após um desafio com tripomastigotas da cepa Y de T.cruzi e 

de montar uma resposta imune que favorecesse o aumento da sobrevida de camundongos 

altamente suscetíveis. A cinética de uma resposta imune T CD8+ após uma infecção ou 

vacinação compreende três etapas distintas: 1) a fase de expansão após o encontro com o 

antígeno específico e 2) uma fase de contração, em que a resposta antígeno-específica por 

célula T decai em número. Esta fase não necessariamente implica em reversão das células T 

CD8+ primadas pelo antígeno ao nível basal, pois uma parte das células permanece 

estavelmente como células T de memória (revisado por Miyahira, 2007). A formação de 

células T de memória é um dos fatores mais importantes no desenvolvimento de uma vacina 
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efetora, já que a manutenção de um bom número destas implica em uma resposta de 

reativação mais rápida e mais efetiva para eliminar o patógeno recorrente. Assim, é esperado 

que após um desafio com o próprio patógeno, células T de memória-específicas sejam 

expandidas mais rapidamente e produzam em maior quantidade IFN-γ. Os nossos resultados 

mostraram que o desafio é capaz de induzir um aumento significativo que varia de 10 a até 20 

vezes mais células produtoras de IFN-γ, dependendo do vírus.  Este efeito pós-desafio nos 

níveis de células produtoras de IFN-γ foi também observado por outros ensaios que 

empregaram um desafio com T. cruzi ou Plasmodium yoelii  (Tzelepis et al., 2006; de Alencar 

et al., 2007; Tao et al., 2005).           

Estudos anteriores mostraram que a secreção de IFN-γ por células T CD8+ foi 

particularmente importante para a sobrevivência, 14 dias após a infecção pelo T. cruzi, de 

camundongos da linhagem de BALB/c e C57BL/6 (Tzelepis et al., 2006). Os níveis 

observados de proteção, induzidos por ambos os recombinantes pode estar relacionado com a 

expansão da produção de IFN-γ pelas células T CD8+, como demonstrado por ELISPOT no 

15º dia após o desafio. Consideramos este resultado importante, pois sabemos que qualquer 

atraso na expansão de células TCD8+ (e da produção de IFN-γ) representa um fator 

importante na evolução da infecção de T. cruzi em camundongos e na doença de Chagas no 

homem (Martin et al., 2006; Tzelepis et al., 2006, 2007). Verificamos também que o período 

entre 14 e 23 dpi é igualmente crítico para a sobrevivência de camundongos A/J, já que quase 

todos os animais não-vacinados (Mock) e infectados morreram até 23 dpi, ao contrário dos 

vacinados com os vírus recombinantes YF17D/E200/Tc, YF17D/NS2B3/Tc ou 

YF17D/ENS1/Tc .  

Em relação à imunização com os dois vírus que expressavam TEWETGQI, 

YF17D/E200/Tc, YF17D/NS2B3/Tc, a resposta imunológica gerada pela imunização com 

estes vírus controlam uma infecção inicial pelo T. cruzi, levando a uma posterior proteção, 

ainda que parcial, em contraste com o grupo Mock. Em outro trabalho, o mesmo nível de 

proteção foi também relatado em ensaio de imunização de camundongos A/J que receberam 

apenas o peptídeo (GST-TEWETGQI) (De Alencar et al., 2007). 

Uma primeira explicação para uma proteção incompleta pode estar relacionado ao fato de 

que a imunização com um único peptídeo pode não ser suficiente para proteger totalmente os 

camundongos contra o T. cruzi (De Alencar et al., 2007), ainda que TEWETGQI seja capaz 

de induzir células T CD8+ produtoras de IFN-γ (Araújo et al., 2005). Um amplo repertório de 

epítopos, abrangendo uma maior representação da proteína ASP-2 faz-se necessária. Segundo, 

a presença de outros epítopos, possivelmente de T CD4+ pode ser essencial na contribuição ao 
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reforço da resposta de células T CD8+, como observado para a doença de Chagas (De Alencar 

et al., 2007) ou malária (Stoyanov et al., 2010). 

Quando imunizamos camundongos suscetíveis com YF17D/ENS1/Tc, verificamos que as 

taxas de sobrevida são apenas parciais (16 % de proteção) após um desafio com T. cruzi (60 

dpi), ainda que o tempo médio de sobrevida tenha sido maior do que os grupos controles. Em 

contraste, este dado não se correlacionou com os níveis protetores (100 % de proteção) 

obtidos com a imunização deste mesmo trecho imunogênico de ASP-2 fusionado a GST 

(“glutathione S-Transferase”), acoplado a Hidróxido de Alumínio, e injetado com CpG ODN 

1826, um agonista de receptor Toll tipo 9 (Araújo et al., 2005). No entanto, como os próprios 

autores citam, é possível que a presença de CpG ODN 1826 tenha exacerbado a ativação de 

células T CD8+ nestes camundongos A/J. 

 

5.5.3. A escolha das formulações virais e a indução de proteção  

 

Nesta etapa do trabalho, decidiu-se por testar diferentes formulações virais - inoculadas 

simultaneamente - para verificar se estas poderiam promover um maior grau de proteção aos 

camundongos A/J frente ao desafio por T. cruzi. Esta iniciativa teve primeiramente como base 

a baixa imunogenicidade do vírus YF17D/ENS1/Tc, talvez devido a sua  atenuação in vivo, 

que pode ter se refletido na baixa indução de anticorpos neutralizantes contra FA e na 

proteção insuficiente. Outro aspecto levado em conta foi que a possível retenção do fragmento 

de ASP-2261-380, majoritariamente, no RE poderia restringir a apresentação via MHC I de 

antígenos presentes neste fragmento. E finalmente, levou-se em consideração que a expressão 

do epítopo TEWETGQI pelos outros vírus FA recombinantes está associada a outras vias de 

secreção ou localização celular (citoplasma) - o que poderia acarretar em diferentes modos de 

ativação da resposta imune via MHC I.   

Em combinação com o vírus YF17D/ENS1/Tc, decidimos por utilizar o vírus 

YF17D/NS2B3/Tc, levando em consideração as seguintes propriedades: 1) a menor atenuação 

deste vírus, observada nos ensaios de proliferação celular, testes de neurovirulência e de 

indução de anticorpos neutralizantes ao vetor vacinal; 2) a indução de uma resposta celular T 

CD8+ produtora de IFN-γ mais robusta do que o vírus recombinante com a inserção na 

proteína E (YF17D/E200/Tc) e 3) a capacidade deste tipo de construção em apresentar 

epítopo em um contexto de MCH classe I, mimetizando a via de indução natural da resposta 

imune a antígenos do parasita intracelular. Como já se observou para outras doenças 

parasitárias, como em malária (Wang et al., 2004), o uso combinado de antígenos parece ser 
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mais vantajoso no combate à infecção parasitária. Foi visto que é ainda mais promissora a 

combinação de antígenos provenientes de diferentes estágios do ciclo de vida do T. cruzi 

(Vasconcelos et al., 2004; Machado et al., 2006).  

Os nossos resultados indicaram que o inóculo simultâneo de ambos os vírus YF 17D 

recombinantes (Formulação 1, 50/50 de cada vírus) induziu uma melhora na resposta imune 

protetora, a qual pareceu complementar, proporcionando uma resistência ao desafio por T. 

cruzi em quase 60% dos camundongos vacinados. Este mesmo nível de resposta não foi visto 

para inóculos consecutivos contendo os mesmos vírus, isoladamente. Além disso, a proteção 

fornecida pela formulação de igual porcentagem de dose para ambos os vírus 

YF17D/ENS1/Tc e YF17D/NS2B3/Tc foi maior quando comparada com a formulação em 

que a dose de YF17D/NS2B3/Tc representava apenas 25 % da formulação. Com isso, 

concluímos que a determinação de um valor mínimo de YF17D/NS2B3/Tc na formulação da 

dose é impactante para um resultado mais protetor. Seria interessante testar uma formulação 

na qual a porcentagem da dose do vírus YF17D/NS2B3/Tc fosse maior que a do vírus 

YF17D/ENS1/Tc para se avaliar se esta poderia promover uma maior proteção ao desafio 

com T.cruzi. 

Quando analisamos a imunização simultânea com dois vírus recombinantes 

(YF17D/E200/Tc e YF17D/NS2B3/Tc), que somente expressam o epítopo TEWETGQI, 

ainda que em sítios diferentes do genoma de YF 17D, não conseguimos as mesmas taxas de 

proteção do que as obtidas para as formulações que combinam YF17D/ENS1/Tc e 

YF17D/NS2B3/Tc. Consequentemente, a proteção observada para a Formulação 1 pode ser 

resultado da expressão do epítopo TEWETGQI em diferentes compartimentos celulares – 

citoplasma e RE – associado à  presença de antígenos distintos, presentes no fragmento de 

ASP-2, que se complementam. Estas características da formulação composta dos dois vírus 

FA recombinantes poderiam induzir a um maior número de células do sistema imunológico e 

fornecer uma reposta imune mais ampla e mais eficaz. Assim, a expressão de fragmentos de 

ASP-2 em outros sítios genômicos poderia promover a sua associação a outros 

compartimentos celulares, tais como o citoplasma, superfície celular ou até a sua secreção 

pela célula infectada, o que poderia levar a um aumento da proteção frente ao desafio com T. 

cruzi.   

Um estudo prévio sugeriu que fragmentos peptídicos imunogênicos de ASP-2 possam 

estar mais relacionados à proteção imunológica por conterem epítopos T CD4+ que auxiliem 

na ativação de linfócitos T CD8+ de memória (De Alencar et al., 2007). Neste sentido, a 

depleção de linfócitos T CD4+ em camundongos vacinados com o fragmento recombinante de 
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ASP-2 levou à redução do número de células produtoras de IFN-γ TEWETGQI-específicas 

em mais de dez vezes, em comparação com os animais que não sofreram depleção de células 

T CD4+ (De Alencar et al., 2007). Assim, nós especulamos que os epítopos T CD4+ presentes 

no domínio recombinante de ASP-2, inserido no vírus YF17D/ENS1/Tc, possam ter auxiliado 

na indução de linfócitos protetores ou na expansão de linfócitos T CD8+ de memória, após a 

infecção por T. cruzi. É possível que associado a isto, a apresentação do peptídeo 

TEWETGQI, aos linfócitos T CD8+, esteja sendo complementada pela expressão simultânea 

em dois sítios distintos do genoma de YF 17D, neste caso, na região do NS2B / NS3 e entre a 

proteína E e NS1.  

A importância de células T CD4+ no desenvolvimento de células T CD8+ foi evidenciada 

através de ensaios experimentais com T. cruzi (Alba Soto et al., 2003; De Alencar et al., 

2007; Tzelepis et al., 2007) ou em outros modelos de infecção, como para o vírus Influenza, 

Herpes simplex virus I ou Listeria monocitogenes (Belz et al., 2002; Sun et al., 2003; Smith et 

al., 2004). O auxílio das T CD4+ pode ser desnecessário, caso as células apresentadoras de 

antígenos (APCs) sejam diretamente infectadas pelo patógeno, e expressem co-estimuladores 

fortes, bem como realizem uma apresentação cruzada eficaz para ativar diretamente células T 

CD8+. O que se vê na infecção por T. cruzi é que embora este patógeno infecte as APCs, a 

expressão de co-estimuladores, como CD40 e CD86 é reduzida, além disso, a infecção pelo 

parasita induz a uma supressão da secreção pelas APCs de citocinas, como IL-12, TNF-α, e 

IL-6, normalmente secretadas pelas APCs, além de suprimir a expressão de moléculas de 

MHC classe I, levando a uma indução restrita de células T CD8+ pós-infecção pelo parasita 

(Van Overtvelt et al., 2002). As células T CD4+ podem promover o desenvolvimento de 

linfócitos T CD8+ através do engajamento da co-expressão de CD40 nas DCs, resultando na 

maturação destas (Ridge et al., 1998) ou através de mediadores solúves (Williams et al., 

2006). Verificou-se ainda que essa modulação mediada por T CD4+ tem relação com a 

diferenciação e expansão mais rápida das células T CD8+ citotóxicas, visto que uma resposta 

citotóxica ocorre tardiamente na infecção por T. cruzi (Tzelepis et al., 2007). Apesar de 

Padilla e equipe (2007) terem demonstrado a ativação de T CD8+ independente de T CD4+, a 

falta de T CD4+ durante a resposta de ativação (priming) resulta em uma resposta secundária 

defectiva e em uma perda de células T CD8+ antígeno-específicas ao longo do tempo, 

estando, portanto, T CD4+ associadas à manutenção da população de células T CD8+ de 

memória antígeno-específicas, conforme foi demonstrado por outros autores (Sun & Bevan, 

2003; Bevan et al., 2004). 
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Foi visto que a depleção de células T CD4+ anteriormente à vacinação com DNA ou 

peptídeos de ASP-2 é capaz de reverter quase que totalmente a imunidade protetora obtida 

pela vacinação de camundongos A/Sn não-depletados (Vasconcelos et al., 2004; De Alencar 

et al., 2007). No entanto, epítopos protetores em ASP-2, reconhecidos por T CD4+ de 

haplótipo murino H-2Kk ainda necessitam ser caracterizados. Até então, apenas um epítopo 

H-2d (BALB/c) foi identificado em T. cruzi, sendo este epítopo presente em uma proteína 

pertencente ao grupo das trans-sialidases, denominada de SA85.11 (Millar & Kahn, 2000). 

Em nosso trabalho, visto que o vírus YF17D/ENS1/Tc alberga o domínio de ASP-2 que 

possivelmente contém epítopos T CD4+, podemos hipotetizar mecanismos pelos quais este 

vírus possa induzir T CD4+ in vivo. Sabemos que o acúmulo de proteínas incorretamente 

processadas no RE é um fator de estresse, podendo levar a um desencadeamento de sinais que 

culminam na apoptose celular (Todd et al., 2008). O vírus YF17D/ENS1/Tc, bem como 

outras construções, que apresentam inserções na região E/NS1, desenvolvidas pela nossa 

equipe, são capazes de induzir apoptose de células Vero infectadas. Corpos apoptóticos por 

sua vez, podem ser imunogênicos, sendo engolfados pelas DCs e macrófagos ativados e ter 

seus antígenos apresentados via MHC classe II à células T CD4+ alvo (Green et al., 2009) ou 

via MHC classe I a células T citotóxicas, por um mecanismo de apresentação-cruzada das 

DCs (Heath & Carbone, 2001).  

Em relação à indução de anticorpos específicos para antígenos de T. cruzi, verificamos 

que a imunização com o vírus YF17D/ENS1/Tc (o que expressa o fragmento maior de ASP-

2) foi capaz de gerar anticorpos específicos para ASP-2, presentes em soro obtido de 

camundongos A/J, que reagem diretamente com as formas amastigotas de T. cruzi (cepa Y), 

comparativamente à imunização de camundongos com somente o peptídeo TEWETGQI 

emulsificado em adjuvante de Freund. Células não infectadas por amastigotas de T. cruzi não 

apresentaram qualquer marcação específica. Outros ensaios poderão ser realizados a fim de se 

quantificar os títulos de anticorpos anti-ASP-2 induzidos pela imunização com o vírus 

YF17D/NS1/Tc. 

 

5.5.4 Parasitemia  

 

Nós iniciamos um estudo de parasitemia por ser este tipo de análise, complementar à 

determinação do tempo médio de sobrevida obtido em camundongos A/J após um desafio 

com T. cruzi. Se uma vacinação é capaz de reduzir a mortalidade de camundongos desafiados 

após o período crítico da fase aguda (até 23 dpi), espera-se que haja uma redução no número 
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de parasitas no sangue ou controle da parasitemia ao longo do curso da infecção, conforme 

demonstraram outros autores (Araújo et al., 2005; Machado et al., 2006). Os nossos dados são 

ainda preliminares, porém, demonstraram que a vacinação com o vírus YF17D/ENS1/Tc ou 

Formulação 1 levou a uma parasitemia menor do que o controle e YF17D/NS2B3/Tc. Porém, 

a proteção não foi estéril, pois não eliminou a infecção por T. cruzi. Um trabalho prévio 

mostrou que camundongos A/Sn imunizados com o peptídeo GST-TEWETGQI apresentaram 

uma carga parasitária em torno de 300 x 104 parasitas / mL, enquanto que os imunizados com 

o peptídeo correspondente a ASP-2261-380 (GST-P4-P5) apresentaram em torno de 100 x 104 

parasitas / mL (De Alencar et al., 2007), valores que estão em acordo com os nossos 

resultados, pois camundongos imunizados com YF17D/NS2B3/Tc, YF17D/ENS1/Tc e 

Formulação 1 apresentaram cargas parasitárias em torno de 360, 185 e 138  x 104 parasitas / 

mL, respectivamente. A carga parasitária medida em camundongos imunizados com a 

Formulação 1 diferiu significativamente da carga parasitária em animais imunizados com 

meio (Mock), o que se relaciona com os níveis de proteção existentes para essa imunização. 

No entanto, novos testes ainda serão necessários a fim de se confirmar o perfil protetor da 

Formulação 1.  

Além dos níveis parasitêmicos, outros parâmetros poderiam ser avaliados em conjunto, 

em ensaios experimentais de maior duração, como a avaliação de infiltrados inflamatórios ou 

ninhos de amastigotas em análises histopatológicas de tecidos de coração, auxiliando na 

correlação entre a parasitemia e dano inflamatório tecidual em infecções por T. cruzi 

(Dumonteil et al., 2004). Além disso, uma melhor caracterização de células T secretoras de 

IFN-γ, com marcadores de degranulação e citotoxicidade ou marcadores de perforina ou 

granzima poderão em trabalhos futuros, complementar estas análises.  

 

5.5.5 A resposta imune celular e a proteção induzida pela Formulação 1 

 

Nós tivemos interesse em comparar os níveis de produção de IFN-γ, através de ensaios de 

ELISPOT, obtidos pela imunização com a Formulação 1, visto ser a formulação mais 

protetora, em relação à imunização com os vírus recombinantes isoladamente: 

YF17D/ENS1/Tc e YF17D/NS2B3/Tc. Foi observado que um dos fatores mais críticos na 

determinação do tamanho de uma população de linfócitos T CD8+ de memória antígeno-

específicos, é o aumento da resposta celular que ocorre inicialmente (expansão pós-

vacinação), implicando que quanto maior a resposta inicial, mais robusta a geração de células 

T de memória (Miyahira et al., 2007). Desse modo, queríamos verificar se haveriam 
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diferenças entre estes vírus logo no início das imunizações, após uma única dose. Além disso, 

pudemos mensurar a capacidade dos vírus recombinantes e da Formulação 1 em expandir 

linfócitos T CD8+ respondendores a TEWETGQI após a segunda dose.  

Nesse sentido, com apenas uma dose, nós pudemos claramente diferenciar a Formulação 

1 dos outros grupos de imunização, em relação ao número de células TEWETGQI-específicas 

produtoras de IFN-γ. De acordo com nossos resultados, a vacinação com a Formulação 1 é 

capaz de induzir uma maior resposta celular ao epítopo de T. cruzi logo no incío das 

imunizações, ainda que o vírus YF17D/NS2B3/Tc, um bom indutor de células produtoras de 

IFN-γ, em comparação com os outros vírus descritos neste trabalho, tenha apresentado uma 

média elevada. Já o vírus YF17D/ENS1/Tc, mais atenuado, parece menos eficiente em ativar 

células produtoras de IFN-γ logo após uma dose. Similar a estes resultados, obtidos pelo 

ensaio de ELISPOT, ensaios de linfoproliferação realizados com células dos grupos 

imunizados com a Formulação 1 e com YF17D/NS2B3/Tc e marcadas com anti-CD8 foram 

capazes de apresentar já com uma dose, uma proliferação diferente de YF17D/ENS1/Tc, 

mediante estímulo com TEWETGQI (Tabela 4.16, seção Resultados). 

Após a dose-reforço (segunda dose), o número de células produtoras de IFN-γ mostrou-se 

aumentado significativamente para todas as imunizações, tendo sido mais pronunciado para as 

imunizações com a Formulação 1 e YF17D/ENS1/Tc. Assim, nossos resultados 

demonstraram que tanto a Formulação 1 quanto os vírus isoladamente levam à expansão de 

células T CD8+ produtoras de IFN-γ específicas para TEWETGQI, tanto após a dose-reforço 

quanto após o desafio com T. cruzi. No entanto, o número de células produtoras de IFN-γ 

obtido logo após a primeira dose parece melhor se correlacionar com proteção dos 

camundongos desafiados por T. cruzi, enquanto que a expansão de células T CD8+ 

TEWETGQI-específicas avaliadas 15 dias após desafio, parece se correlacionar mais com a 

resistência inicial dos camundongos em sucumbir à infecção pelo T. cruzi do que com a 

proteção duradoura mais propriamente dita (Tabela 4.16, seção Resultados). A análise pós-

desafio mostrou que os vírus recombinantes para T. cruzi induzem, em níveis similares, a 

expansão da população de linfócitos T específicos.  

Em relação à expansão do número de células responsivas ao vetor vacinal como estímulo 

após a dose reforço, os resultados parecem não diferir significativamente dentre os grupos 

imunizados, estes em níveis similares à imunização com o YF 17DD, conforme discutido 

anteriormente. No entanto, após a primeira dose, YF17D/ENS1/Tc induziu valores inferiores 

em relação aos outros grupos de imunização, o que pode sugerir sua atenuação. 



152 

 

Diferentemente do vírus YF17D/E200/Tc, não nos pareceu que baixos títulos de 

anticorpos neutralizantes para o vírus YF 17DD se correlacionem com um baixo número de 

células produtoras de IFN-γ, visto que a imunização com a Formulação 1 induziu baixo título 

de resposta humoral dirigida ao YF 17DD, porém a resposta celular específica para o vetor 

vacinal foi comparável à imunização com o próprio YF 17DD vacinal (Tabela 4.15, seção 

Resultados).  

 

5.5.6 Linfoproliferação e a indução de resposta imune pelo YF 17D 

vacinal 

 

Para investigar se a baixa resposta humoral poderia ser relacionada a uma falta de 

ativação de células T CD4+ direcionadas ao vetor vacinal, células do baço, recuperadas após 1 

ou 2 doses, foram estimuladas com o vírus YF 17DD na presença de CFSE e  marcadas com 

anti-CD4. Verificou-se que a imunização com a Formulação 1 é capaz de induzir a uma 

linfoproliferação de T CD4+ semelhante à imunização com YF 17DD. A linfoproliferação de 

células T CD8+ marcadas também não diferiu dentre os vírus recombinantes e o vacinal. 

Sendo assim, os nossos resultados mostraram que a análise dos títulos de anticorpos 

neutralizantes ao vetor vacinal, induzidos pelas vacinações, faz-se importante como uma 

avaliação da replicação e da atenuação viral in vivo, porém, em nem todos os casos, esta 

análise pode se correlacionar com a indução de resposta celular ao epítopo de interesse ou até 

mesmo ao próprio vetor, conforme foi demonstrado pelos ensaios de ELISPOT e 

linfoproliferação.  

Um trabalho recente mostrou que a imunização com YF 17D recombinantes foi capaz de 

induzir uma resposta imune mais balanceada de T CD4+ e T CD8+ polifuncionais em relação a 

outros vetores virais, como adenovírus ou MVA (“Modified Vaccinia Ankara”) recombinantes 

(Franco et al., 2010). Apesar destes outros vetores virais terem induzido uma resposta 

significativa de T CD8+, os vírus YF 17D foram capazes de induzir uma resposta T CD4+ 

mais robusta, em contraste com as outras plataformas virais. Os autores observaram que, 

apesar de adenovírus e MVA recombinantes terem induzido uma resposta robusta de T CD8+, 

esta esteve apenas associada à produção de IFN-γ, enquanto que os vírus YF 17D foram 

capazes de induzir linfócitos T CD4+ capazes de produzir além de IFN-γ, IL-2 ou ambos, 

além de IL-4, IL-5 e TNF-α, caracterizando a polifuncionalidade destas células em induzir um 

perfil de citocinas misto do tipo Th1 e Th2. Os nossos resultados, ainda que de forma 

preliminar, estão de acordo com estes achados, visto que uma resposta balanceada de T CD4+ 
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e T CD8+ é induzida pelos vírus recombinantes YF17D/NS2B3/Tc, YF17D/ENS1/Tc e 

Formulação 1.  

Algumas das boas propriedades da vacina YF 17D, já discutidas nesta tese, incluem uma 

limitada replicação do vetor no hospedeiro, porém capaz de induzir uma resposta imune 

robusta e de longa duração; além disso, a vacina é administrada com apenas uma dose e 

possui um processo de fabricação rigidamente controlado. As propriedades imunogênicas 

vacinais vêm sendo estudadas com mais força recentemente, e confirmam o potencial deste 

vírus em ser utilizado em novas plataformas virais. Neste trabalho, utilizamos o vírus vacinal 

YF 17DD para expressar epítopos de amastigotas de T. cruzi (cepa Y) e verificamos que estes 

vírus recombinantes são geneticamente estáveis, capazes de proliferar em cultura de células e 

de se replicar in vivo, induzindo uma resposta imune celular (T CD4+ e T CD8+) balanceada, 

similar ao vacinal. Além disso, ao utilizarmos um sistema-modelo murino suscetível à cepa Y 

de T. cruzi, verificamos que a administração simultânea de dois vírus YF 17D que expressam 

epítopos em distintas localizações do genoma parecem ser complementar, induzindo 

precocemente um número mais robusto de células T CD8+ produtoras de IFN-γ, levando a 

uma resposta mais protetora frente a um desafio com parasitas. O conjunto destas análises 

encoraja o desenvolvimento do Vírus da Febre Amarela como um vetor candidato para uma 

vacina contra a Doença de Chagas e ao seu desenvolvimento como vetor de antígenos 

heterólogos. 
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6. CONCLUSÕES 

 

� A construção dos vírus recombinantes YF17D/E200/Tc e YF17D/NS2B3/Tc 

expressando epítopo que reconhecem linfócitos T CD8+, TEWETGQI, e do vírus 

YF17D/ENS1/Tc expressando um cassete heterólogo que possui fragmento imunogênico de 

ASP-2261-380 (proteína de superfície de amastigota 2) de Trypanosoma cruzi (cepa Y) 

originaram vírus viáveis, com boas taxas de replicação em cultura de células Vero e que se 

mostraram estáveis geneticamente por até no mínimo, a sexta passagem viral seriada. 

� Os vírus recombinantes foram capazes de expressar o inserto heterólogo nas células 

infectadas em distintos padrões de detecção, o que sugere regiões de expressão distintas: em 

região perinuclear que provavelmente corresponde ao retículo endoplasmático e ao longo de 

organelas tubulares do citoplasma (vírus YF17D/E200/Tc), em região perinuclear, 

principalmente (vírus YF17D/ENS1/Tc) ou dispersa por todo o citoplasma (vírus YF 

17D/NS2B3/Tc).    

� O vírus recombinante YF17D/E200/Tc apresentou-se mais atenuado do que 

YF17D/NS2B3/Tc em camundongos Suíços, quando inoculados via intra-cerebral.  

� Os três vírus recombinantes foram capazes de induzir títulos de anticorpos 

neutralizantes para o Vírus da Febre Amarela, porém menores do que o vacinal YF 17DD, 

sendo que a diferença entre os títulos foi mais relevante para os vírus YF17D/E200/Tc e 

YF17D/ENS1/Tc, o que sugere taxa de replicação mais reduzida in vivo. 

� O grau de susceptibilidade do modelo murino A/J ao vírus 17D foi estabelecido 

através da indução de proteção contra o desafio intracerebral pelo próprio YF 17DD após a 

imunização pela via subcutânea e pela geração de títulos de anticorpos neutralizantes. 

� A imunização com o vírus YF17D/ENS1/Tc induziu anticorpos que são capazes de 

reagir especificamente com formas amastigotas, provenientes de células Vero infectadas de T. 

cruzi 

�   A imunização com os três vírus recombinantes de FA foi capaz de aumentar o 

tempo médio de sobrevivência de camundongos A/J frente a um desafio por T. cruzi (cepa Y), 

porém, conferiu somente proteção parcial. Pudemos avaliar diferencialmente formulações 

virais mais relacionadas à proteção imune e uma das formulações testadas, que utiliza 

YF17D/ENS1/Tc e YF17D/NS2B3/Tc, mostrou-se indutora de uma proteção mais efetiva 

contra o T. cruzi. 

� Com apenas uma dose dos vírus recombinantes YF17D/ENS1/Tc e 

YF17D/NS2B3/Tc, ou formulação destes (50/50, Formulação 1), foi possível verificar a 
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indução de resposta celular produtora de IFN-γ, direcionada ao vetor vacinal e ao peptídeo-

específico de T. cruzi, sendo que a Formulação 1 induziu os maiores níveis de células 

produtoras de IFN-γ em relação aos vírus inoculados isoladamente. 

� A resposta celular ao vetor vacinal, induzida pelos três vírus recombinantes ou 

formulação viral pouco se correlacionou com a resposta de anticorpos neutralizantes para o 

vírus da FA vacinal.   

� Células produtoras de IFN-γ, específicas para o epítopo de T. cruzi, induzidas pela 

vacinação com os vírus recombinantes são capazes de se expandir vigorosamente após o 

desafio com T. cruzi, sendo os valores mais relevantes para YF17D/ENS1/Tc e Formulação 

Viral. É possível que esta expansão celular esteja correlacionada à resistência inicial de 

camundongos vacinados frente à infecção pelo T. cruzi. 

� Uma resposta balanceada de T CD4+ e T CD8+ foi induzida pelos vírus 

recombinantes YF17D/NS2B3/Tc, YF17D/ENS1/Tc e Formulação 1, similar ao vacinal YF 

17DD. 

� A Formulação 1 (combinação de vírus YF17D/ENS1/Tc e YF17D/NS2B3/Tc) 

mostrou-se promissora quanto aos resultados de proteção, parasitemia, indução de IFN-γ e 

linfoproliferação específica para o vetor vacinal e para antígeno específico de T. cruzi.  
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7. PERSPECTIVAS 

 

Diante dos resultados expostos, as perspectivas que poderão complementar este trabalho 

futuramente são: 

1) a construção de novos vírus YF 17D recombinantes, em outras abordagens, que 

expressem outros epítopos imunodominantes de T. cruzi, provenientes tanto de amastigotas 

quanto de tripomastigotas, que tenham se mostrado promissores. Alguns destes epítopos 

mostraram bons resultados quanto à indução de células T CD8+, como o epítopo 

VNHRFTLV, presente em ASP-2 (553 – 560 aminoácidos), indutor do haplótipo H-2Kb 

murino (camundongos C57BL/6) (Low et al., 1998; Tzelepis et al., 2006). O epítopo 

VNHRFTLV demonstrou ser promissor em camundongos, ao induzir cerca de 1.000 células 

produtoras de IFN-γ após vacinação de Adenovírus recombinante para ASP-2 (Machado et 

al., 2006) e até 3.000 células produtoras de IFN-γ em sistema de dose-reforço heterólogo 

empregando DNA e Adenovírus, recombinantes para ASP-2 (De Alencar et al., 2009). Além 

deste, outros foram descritos em antígenos de tripomastigotas, como o epítopo IYNVGQVSI, 

presente em TS (359 – 367 aa) (Rodrigues et al., 1999) ou o epítopo ANYNFTLV, do 

antígeno de TSSA (trans-sialidase surface antigen), descrito como suficiente para controlar 

uma infecção letal de T. cruzi em camundongos experimentais (Miyahira et al., 2005). Alguns 

dos resultados obtidos por estes e outros epítopos foram descritos na Tabela 1.1 (seção 

Introdução); 

2) avaliação e caracterização de novos vírus contendo modificações no arcabouço do 

cassete heterólogo (região da haste-âncora) que contribuam para uma maior estabilidade 

genética viral e possibilitem a expressão direcionada de fragmentos antigênicos maiores. O 

desenvolvimento da plataforma viral de YF 17D vem sendo aprimorado constantemente nesse 

sentido. Novos vírus contendo apenas uma parte da HA (formas truncadas, que eliminaram a 

duplicação das regiões H1 e CS) mostraram-se mais estáveis geneticamente. Essa estratégia 

foi utilizada para gerar os vírus descritos no trabalho de Bonaldo e equipe (2010). No que diz 

respeito à resposta imune contra a proteína heteróloga, apesar desse sistema de expressão 

provocar a retenção desta no interior do RE, novas estratégias que permitam a retenção ou a 

liberação da proteína heteróloga do RE podem ser complementares e utilizadas neste modelo 

de T. cruzi para expressar proteínas distintas; 

3) a utilização do modelo de infecção e desafio murino para o estudo de novas 

formulações virais que possam complementar uma resposta imune protetora eficaz contra T. 

cruzi. Devido aos resultados mais promissores deste trabalho terem sido obtidos pelas 
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imunizações simultâneas de vírus que expressavam peptídeos em diferentes localizações do 

genoma de FA, poderíamos testar uma nova formulação viral que contivesse uma combinação 

dos três vírus recombinantes, gerados nesse trabalho, que expressam TEWETGQI ou 

fragmento de ASP-2261-380. Outra possibilidade seria uma combinação de vírus distintos que 

expressem outros fragmentos proteicos maiores de ASP-2 ou TS na região intergênica de E e 

NS1. Estes estudos poderiam ser complementados com a verificação de imunidade estéril ou 

não através dos ensaios de parasitemia e de análise histológica dos tecidos; 

4) o estudo da imunogenicidade e proteção de camundongos vacinados com isoformas 

de ASP-2, expressas por distintas cepas de T. cruzi. Foi visto em estudo anterior que 

diferentes cepas de T. cruzi podem expressar distintas isoformas de ASP-2 (Claser et al., 

2007). Enquanto que as cepas Brazil, Colombiana e Tulahuen possuem sequências 

nucleotídicas de aminoácidos de ASP-2 com alto grau de identidade com relação à da cepa Y, 

as cepas Sylvio X10/4 e G apresentam identidade limitada em relação à cepa Y. No estudo de 

Claser e equipe (2007), esta diferença não se refletiu na detecção da expressão das diferentes 

isoformas de ASP-2 por anticorpos monoclonais ou policlonais (houve presença de 

reatividade cruzada para todas as cepas), no entanto, camundongos que foram vacinados com 

ASP-2, oriunda das cepas CL-Brener e G não apresentaram o mesmo nível de proteção 

quando desafiados pela cepa Y de T. cruzi  do que camundongos vacinados com ASP-2 

oriunda da mesma cepa (Y), indicando que ASP-2 de distintas cepas podem não compartilhar 

epítopos de proteção cruzada (Claser et al., 2007); 

5) a verificação da indução de células produtoras de IFN-γ específicas por um conjunto 

mais abrangente de peptídeos imunogênicos T CD4+ ou T CD8+, tanto para T. cruzi quanto 

para YF 17D. A Tabela 4.6 (seção Resultados) lista algumas das possibilidades de epítopos de 

ASP-2261-380 que poderiam ser testados por ensaios de ELISPOT em células do baço obtidas 

de camundongos imunizados com o vírus YF17D/ENS1/Tc. Além destes, outros epítopos 

indutores de resposta celular poderiam ser utilizados para mapear a resposta induzida por 

vírus recombinantes de FA que expressem distintas proteínas de T. cruzi; 

6) a implementação dos estudos de caracterização da resposta imune induzida pelos 

YF17D recombinantes através da avaliação funcional de linfócitos T CD4+ e T CD8+ e 

produção de múltiplas citocinas efetoras do sistema imune. Para isso, poderia ser realizada 

uma caracterização do fenótipo celular marcando-se subpopulações purificadas de células T 

CD8+ CD3+ para expressão de CD107a (um marcador de degranulação e citotoxicidade de 

células T). Como análise funcional, estas células poderiam ser analisadas por marcação 

intracelular (ICS, intracellular staining) através do estímulo in vitro com peptídeos de T. cruzi 
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(TEWETGQI ou outros) e marcadas com anticorpos para IFN-γ, TNF-α e IL-2. Estas 

citocinas são regularmente usadas para identificar células T multifuncionais, conforme visto 

em outros trabalhos (Goonetilleke et al., 2006; De Alencar et al., 2009). Estas e outras 

citocinas (Cunha-Neto et al., 2009) como perforina e granzima poderiam ser utilizadas para 

estudos que, além de IFN-γ, correlacionem a presença de um perfil funcional simultâneo de 

células T ativadas com imunidade protetora gerada pelos regimes de vacinação; e 

7) o estudo de novas estratégias de vacinação utilizando regime de dose-reforço 

heterólogo (tipo prime-boost) com o uso de outros vetores virais ou vacina de DNA em 

conjunto com o vírus recombinante de FA. As boas propriedades imunológicas induzidas pelo 

uso de regimes de vacinação tipo dose-reforço heterólogos foram descritas em alguns 

trabalhos (Bruna-Romero et al., 2001; Stephenson et al., 2001; Miyahira et al., 2005; 

Goonetilleke et al., 2006). Um estudo que usou uma estratégia de imunização de vírus 

recombinante vaccinia como reforço (boost) após uma dose de adenovírus recombinante ou 

vírus da influenza (prime), ambos expressando epítopo T CD8+ de T. cruzi, demonstrou ser 

capaz de induzir uma resposta protetora eficaz e um alto número de células produtoras de 

IFN-γ (Takayama et al., 2010). É possível que o uso de vírus vaccinia como reforço possa 

aumentar a magnitude de resposta induzida pelos vírus recombinantes de FA. 
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9. ANEXOS 

 

9.1 Meios, soluções e reagentes 

 

Acetato de amônia 7,5 M:  

Dissolver 28,87 g de acetato de amônia em água bidestilada q.s.p. para 50 mL e 

estocar a -20° C.  

 

Agarose para análise em eletroforese:  

Misturar 0,8 g (0,8%) ou 1,0 g (1%) de agarose (Promega) a 100 mL de tampão TAE 

1 X. Aquecer em aparelho de microondas até toda a agarose dissolver.  

 

Bicarbonato de sódio 4,4% gaseificado (NaHCO3): 

Misturar 44 g de NaHCO3 com 1 mL de vermelho de fenol 1 % e água bidestilada 

q.s.p. 1000 mL. Adicionar gelo seco com agitação até a solução atingir pH de 7.0 - 7.2. Fazer 

alíquotas de 20 mL esterilizar por autoclavação a 121o C por 15 mm e estocar a 4o C.  

 

Carboximetilcelulose (CMC):  

Solução 3 %: homogeneizar 3 g de CMC em água bidestilada q.s.p. para 100 mL 

batendo a mistura no liquidificador. Autoclavar por 20 min a 121° C e armazenar à 

temperatura ambiente.  

CMC 3 % com meio de Earle 199 completo 5% de NaHCO3: para cada 100 mL, 

adicionar a 90 mL de CMC 3% estéril, l0 mL de meio 199 com sais de Earle 10 X, 5 mL de 

soro fetal bovino inativado, 1 mL de sulfato de gentamicina (4 mg/mL), 100 µl de fungizona 

(500 mg/mL) e 5 mL de NaHCO3 4,4 %.  

 

Cloreto de cálcio (100 mM): pesar 1,47 g e adicionar 100 mL de água Milli-Q 

estéril. Autoclavar por 15 min à 121°C e estocar a 4º C. 

 

 Cristal  Violeta:  

Solução estoque 2%: misturar 10 g de cristal violeta em pó, 100 mL de metanol e 

água destilada q.s.p. 500 mL.  

Solução de uso 0,02%: misturar l0 mL da solução estoque em 1 L de água.  
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DEPC:  

Adicionar DEPC em água bidestilada para uma concentração de 0,01%. Autoclavar a 

mistura por 15 min a 121°C.  

 

EDTA 0,5 M pH 8,9: 

Dissolver 18,61 g de EDTA em água bidestilada q.s.p. para 100 mL, ajustar a pH 8.0 

com NaOH 1 N e estocar a 4o C.  

 

Formol 10 %: misturar 1 L de formaldeido a 36 % com 2,6 L de água.  

 

Meio 199 com sais de Earle 

Meio Earle completo: para cada 100 mL de meio, adicionar a 90 mL de água 

bidestilada, 10 mL de meio 199 com sais de Earle 10 X, 5 mL de soro fetal bovino inativado 

(Cultilab), 1 mL de sulfato de gentamicina (4 mg/mL) e 2,5 mL (sistema aberto) ou 5 mL 

(sistema fechado) de NaHCO3 4,4 % pH 7,0.  

Meio Earle (sem antibiótico) para inóculo de camundongos: para cada 100 mL de 

meio, adicionar a 90 mL de água bidestilada, 10 mL de meio 199 com sais de Earle 10 X, 5 

mL de soro fetal bovino inativado (Cultilab) e 5 mL de NaHCO3 4,4 % pH 7,0. Todo material 

é estéril e preparado na hora do inóculo. 

Meio Earle com HEPES 1M: para cada 100 mL de meio, adicionar a 90 mL de 

água bidestilada, 10 mL de meio 199 com sais de Earle 10 X, 5 mL de soro fetal bovino 

inativado (Cultilab), 1 mL de sulfato de gentamicina (4 mg/mL), 0,5 mL de NaHCO3 4,4 % 

pH 7,0 e 2,5 mL de solução de HEPES 1M.  

Meio RPMI 1640 (Invitrogen) completo: para cada 100 mL de meio, adicionar em 

condições estéreis 10% ou 1% de soro fetal bovino (Cultilab), 1% de L-Glutamina (2 mM), 

1% NEAS (non-essential aminoacids, 1X), 1% de piruvato (1X), 1% de vitamina (1X) 

(fornecidos pela Sigma), 50 µg/mL de gentamicina, 0,1% de β-mercaptoetanol (0,01 M) e 1% 

de solução de HEPES (1 M). 

 

Meio LB (Luria-Bertani): 

Líquido: dissolver 10 g de triptona, 5 g de extrato de levedura e 10 g de NaCl em 

900 mL de água destilada. Agitar a solução para homogeinizar. Ajustar o pH para 7,0 com 

uma solução 5 N de NaOH e o volume final para um litro com água deionizada. Esterilizar a 

solução por autoclavação durante 20 min. 
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Sólido: este meio é idêntico ao LB líquido adicionando-se apenas 15 g de ágar a cada 

litro antes da autoclavação.  

 

Paraformaldeído em tampão fosfato: dissolver 4g (4%) ou 1g (1%) de 

parafolmaldeído em água destilada aquecida q.s.p. para 50 mL. Adicionar 1 ou 2 gotas de 

NaOH 1 N, deixar esfriar e adicionar 50 mL de tampão fosfato dibásico (0,1M, pH 7,2). Água 

e tampão fosfato devem estar sempre na proporção 1:1.  

 

PBS (solução salina tamponada com fosfato) 

PBS 10 X pH 7,4: misturar 80 g de NaCI, 20 g de KC1, 14,4 g de Na2HPO4.H20 e 

água bidestilada q.s.p. para 1 L. Ajustar pH para 7,4, esterilizar por autoclavação por 15 min e 

armazenar à temperatura ambiente (Sambrook et al., 1989). 

PBS-DEPC 1 X: misturar 80 g de NaCI, 20 g de KC1, 14,4 g de Na2HPO4.H20 e 

água tratada com DEPC (0,01%) q.s.p. para 1 L. Ajustar pH para 7,4, esterilizar por 

autoclavação por 15 min e armazenar à temperatura ambiente. 

PBS-BSA: pesar 5 g (1%) ou 20 g (4%) de BSA para 500 mL de PBS 1X qsp. 

PBS-Tween 0,05%: adicionar 50 µL de detergente Tween (Sigma) a cada 100 mL 

de PBS pH 7,4 e misturar. 

 

Solução hemolisante: adicionar solução de NH4Cl (0,14 mol/L) à solução de Tris 

(0,017 mol/L) em pH 7,2. Autoclavar a mistura por 15 min a 121 °C. 

 

Solução de permeabilização 0,5% Triton X-100 em PBS: para cada 50 mL de 

PBS pH 7,4 estéril adicionar 1 g de Triton X- 100.  

 

Soro Fetal Bovino/SFB (Cultilab): inativar a 56° C por 30 min, aliquotar (5 mL) e 

armazenar a 4°C. 

 

Sulfato de gentamicina (garamicina) 5 mg/mL: misturar cinco ampolas (2 mL 

cada na concentração de 50 mg/mL) de garamicina a 90 mL de água bidestilada estéril.  
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Tampão TAE: 

Solução de estoque 50 X: dissolver 242 g de Tris base em 57,1 mL de ácido acético 

glacial, 100 ml de EDTA 0,5 M pH 8,0 e água destilada q.s.p. para 1 L. Estocar à temperatura 

ambiente. 

Solução de uso 1 X: misturar 40 mL da solução estoque em água destilada q.s.p. 

para 2 litros. 

  

TE pH 7,6: para 1 L do tampão deve-se colocar 10 mM de Tris HC1 (10 mL Tris 

1M pH 7,6), l mM de EDTA (2 mL EDTA 0,5M pH 8,0) e água bidestilada q.s.p. para 1 L. 

Autoclavar a solução por 20 min a 121° C e estocar a -20° C. 

 

Tris HCI 1 M (pH 7,6): dissolver 12,11 g de tris base em água bidestilada q.s.p. 

para 100 mL, ajustar o pH para 7,6 com HCl e estocar a 4° C. 

 

Tripsina/verseno: preparar imediatamente antes do uso misturando 0,5 ml de 

tripsina estoque (5 mg/mL) a 50 mL de verseno.  

 

Verseno: 

Solução estoque 5 %: misturar 50 g de EDTA, 0,1 mL de vermelho de fenol 1 % e 

água bidestilada q.s.p. para 1000 mL. Acertar a pH 7,6 com NaOH e estocar à temperatura 

ambiente. 

Solução de uso 0,1 %: misturar 20 mL da solução estoque 5 %, 0,1 mL de vermelho 

de fenol 1 % e PBS pH 7,6 q.s.p. para 1000 mL. 

 

 

9.2 Artigo publicado no dia 18 de março de 2011 em revista indexada Virology 

Journal 

 

 


