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RESUMO

O virus da febre amarela (YFYgllow Fever Virug um arbovirus da familiglaviridae, € o
agente causador da febre amarela (FA), uma doeggdaa febril, ndo contagiosa,
hemorrégica e potencialmente fatal. O YFV é endérein regides tropicais da América do
Sul e Africa. Apesar de sua significancia como urabfema de saltde publica, muitos
mecanismos moleculares da biologia do YFV, combaaghio do genoma e patogénese viral
ainda nao foram bem compreendidos. Avancos em iganegdversa viral tem permitido a
elucidacdo de mecanismos da biologia e comportameérdl, bem como a construcao de
vetores vacinais e desenvolvimento de drogas aaiviNo presente trabalho, descrevemos a
construcdo e caracterizagcdo de um virus recomlgrdenFA expressando o gene repérter da
Gaussialuciferase (GLuc). Utilizando o sistema de recamb&éo homologa em levedura, o
gene reporter da Proteina Fluorescente Amarela,(YERow Fluorescent Protejrdo virus
recombinante YFV-YFP-DENVllinker, previamente coni&to em nosso laboratorio, foi
substituido pelo gene repérter GLuc. A construgdadnfirmada por PCR. Os RNAs virais
gendmicos foram sintetizadosvitro, e posteriormente transfectados em células BHKAZ1.
células transfectadas foram avaliadas por imunodig@ncia indireta e mensuragéo do gene
reporter GLuc. Dois clones foram recuperados ect@niaados em cultivo celular. NOs
acreditamos que este virus reporter devera senaititiagem e desenvolvimento de drogas
antivirais especificas, estudos de replicacdo \@rabmpeténcia vetorial, além da possivel
utilizagdo como vetor viral vacinal.

Palavras chave.Virus da febre amarela, genética reversa, lugésa



KASSAR, Telissa da Cunh&onstruction and characterization of a recombinantvirus of
Yellow Fever expressing the reporter gene of GaussilLuciferase. 2013 — Centro de
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ABSTRACT

The yellow fever virus (YFV), an arbovirus Bfaviridae family, is the causative agent of an
acute, febrile, non-contagious and potentiallylfatanorrhagic disease. The YFV is endemic
in tropical regions of South America and Africa.dp#e its significance as a public health
problem, many molecular mechanisms of YFV biologgluding genome replication and
viral pathogenesis have not been well elucidatedlvafces in viral reverse genetics have
allowed the elucidation of mechanisms of the vbalogy and behavior, as well as the
construction of vaccine vectors and developmerntifviral drugs. In this study, we describe
the construction and characterization of a recomrtiinfyFV expressing the reporter gene
Gaussialuciferase (Gluc). Using the system of homologoesombination in yeast, the
reporter gene ofYellow Fluorescent ProteiYFP) of recombinant virus YFV-YFP-
DENV1linker, previously constructed in our laborgtovere substituted by the reporter gene
GLuc. The construction was confirmed by PCR. Thalwjenomic RNAs were synthesized
in vitro and subsequently transfected into BHK-21 cellge frhnsfected cells were evaluated
by immunofluorescence and measurement of repoetee GLuc. Two clones were recovered
and are being characterized in cell culture. Weslelthat this reporter virus should be useful
in the screening and development of specific ardivdrugs, studies of viral replication and
vector competence, apart from possible use asahwaccine vector.

Key words: Yellow fever virus, reverse genetics, luciferases.
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1 INTRODUCAO

A febre amarela (FA) € uma doenca viral agudasada por um arbovirus da familia
Flaviviridae. Pertencente ao género Flavivirus, o virus da fabrarela (YFV,Yellow Fever
Virus) apresenta capsideo icosaédrico, envolto por uwel@me viral. O genoma viral é
composto de RNA de fita simples e polaridade pasiticom cerca de 11 kilobases
(CHAMBERS et al., 1990).

Apesar do esfor¢co do Ministério da Saude no coendatovos focos da FA, atraves de
monitoramento e vacinagcdo em areas endémicas, o cdfiinua endémico em diversas
regides do Brasil, e surtos esporadicos tém siddicamlos nos ultimos anos (BRASIL,
2010).

Mesmo com diversos estudos em relacdo ao YFV, h@dratamento antiviral
especifico. Somado a isto, muitos aspectos da diolwiral ainda ndo sdo bem
compreendidos (BRASIL, 2010).

O aprimoramento de técnicas da biologia molecidamo o sistema de genética
reversa tem permitido: a manipulacéo de virus d@ma de RNA; a elucidacéo de diversos
aspectos do ciclo de vida viral, a exemplo dosdestujue descrevem o papel das proteinas
virais no ciclo replicativo, na disseminacao virel mosquito vetor, na patogenicidade e
também no esclarecimento de mecanismos de evas@&spasta imunoldgica (RUGGLI;
RICE, 1999). A genética reversa tem facilitado,dajna avaliacdo e triagem de drogas
antivirais e desenvolvimento de estratégias patanstrucdo de vetores virais (NG et al.,
2007).

Neste estudo apresentamos a construcao e caracégride um virus recombinante de
FA, expressando o report@aussialuciferase, através da técnica de recombinaca@loga

em levedura.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O virus da Febre Amarela

A FA é uma doenca viral febril, aguda, ndo comtsaj transmitida por mosquitos
infectados e de gravidade variavel. E causada poatbovirus da famili&laviviridae e
género Flavivirus (BRASIL, 2010).

Trés géneros pertencem a famHiaviviridae: Flavivirus, Pestivirus e Hepacivirus,
que abrigam diversos virus causadores de doengelaai humana (RIDPATH; FLORES,
2007). O YFV é o protétipo da familia, que recelmmse nome devido a um sintoma
observado na FA classica, a ictericia (do latitavus” = amarelo) (VASCONCELOS,
2003).

Estudos de andlise de sequéncia de nucleotidépsygerem que esse virus se
originou no Leste e na parte Central da Africatgrisrmente se estendeu a parte Oeste e foi
transportado do Oeste da Africa para América dBARRET, 2010) .

Existem atualmente sete genoétipos do YFV circwdamal mundo: cinco gendtipos em
diferentes regides da Africa (genotipo | e 1l dos@®eda Africa, gendtipo do Leste e Africa
Central, genétipo do Leste da Africa e genétipo @dlape dois na América do Sul (genétipo |
e Il da América do Sul). O gendtipo | € o mais trexfe na Ameérica Latina, sendo encontrado
no Brasil, Panama, Venezuela, Trinidad, Colémbéudgor; o gendtipo Il esta circulando no
Peru, Bolivia e em alguns isolados do Brasil eidldd (BARRET, 2010).

2.1.1 Estrutura e organizacao génica

Os flavivirus séo virus envelopados, com capsicesaédrico, de aproximadamente
25-40 nandémetros (nm). A particula viral integradmeerca de 40-50 nm. O YFV apresenta
0 genoma nhao-segmentado, constituido de RNA desfitgples e polaridade positiva,
medindo cerca de 11kilobases (kb) de comprimenittA(GBERS et al., 1990).
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Aproximadamente 3411 aminoacidos sdo codificadwslp862 nt. Esta molécula de
RNA possui uma fase aberta de leitutgpén reading frame — ORFque codifica uma Unica
e grande poliproteina, que é processada por pesteasais e celulares em trés proteinas
estruturais (C, prM, E) e sete ndo estruturais {NES1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B,
NS5) (GLUBER; KUNO; MARKOFF, 2007). O genoma virgbntém ainda, duas regides
nao traduzidas (untranslated region — UTR) nasmittades 5’ e 3' do genoma (Figura 1).
Na extremidade 5’'UTR existe uma estrutura Cap tig@-metil-guanosina) e na 3-UTR
existe uma sequéncia conservada de alguns nu@estiflie ddo origem a uma estrutura de
stem-loop(SL). Esta estrutura SL confere estabilidade amgene também fornece sinais
para iniciacdo da traducdo e sintese de RNA (CHANBEet al., 1990; GARDNER,;
RYMAN, 2010).

Figura 1 - Representacdo esquematica da organizacélo genoma dos flavivirus.

0 I
Ny [ -

5'UTR cap JUIR

aisl BN g

CpM E NS1 2a2b NS3 4a 4b NS5

Fonte: Modificado de Rothman (2004).

Nota: o genoma do YFV apresenta apenas uma fastaate leitura (ORF) (A) que é transcrita em umappoteina
precursora (B), e é processada por proteases @dwdavirais gerando dez proteinas virais: trésepras estruturais e sete
nao estruturais.

A proteina C interage com o RNA viral dando origemstrutura do nucleocapsideo e
também com a proteina estrutural do envelope, sesslencial para formacao da particula
viral. A regido C-terminal apresenta um dominiorbidbico importante para a translocacao
da proteina precursora prM para o reticulo endopéiso (RE) na célula hospedeira, atuando
como sequéncia sinal para o deslocamento da paot6MHAMBERS et al., 1990;
LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007).
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A proteina prM codifica o precursor da proteinand@embrana (M), produzida no
complexo de Golgi, durante a maturacao viral. Astggnas prM e M sdo encontradas nos

virions intracelulares e extracelulares, respecterse (CHAMBERS et al., 1990).

A proteina E é a principal glicoproteina da sup&fviral e, por isso é alvo da
resposta imune protetora e induz a formacdo deaapts (Ac) neutralizantes (GLUBER,
KUNO, MARKOFF, 2007). E responsavel pela ligacdoraceptor celular, penetracio e
também hemaglutinagdo. A proteina E é formada mg&sr dominios (Figura 2): dominio |
(central - DI), dominio Il (dominio da protusdoei - DIl) que contém um peptideo
requerido para a fusédo do virion com o endossoma@minio Il (DIIl) que € um dominio
de extensado do DI, que liga o virus ao receptarlaxe(CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006;
MESSER et al., 2012).

Figura 2 — Representacgédo da proteina E, a principdlicoproteina da superficie viral.

Fonte: Adaptado de Mukhopadhyay, Kuhn, Rossman®5)20
Nota: a proteina em sua estrutura homodiméricadld@sinios |, Il e Ill estdo representados em azaioglvermelho e azul
escuro, respectivamente.

A proteina NS1 é uma glicoproteina que pode seorgrada na superficie celular,
extracelular e na matriz celular interna (CHAMBERSal., 1990). Estimula a formacao de

Ac que tem atividade de fixacdo de complemento (R8BA1997).

As proteinas NS2A, NS2B, NS4A E NS4B sao pequ@mnakeinas hidrofébicas. A
NS2A tem sido implicada como responsavel pelo tompeocessamento de NS1. NS2B atua

como cofator para a proteina NS3. A proteina NB&stante conservada entre os flavivirus e
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tem atividade de protease e também nucleotidemsfaige/helicase. As proteinas NS4A e
NS4B estédo envolvidas na replicacao viral (LINDENBA THIEL; RICE, 2007).

A proteina NS5 também € bastante conservada aewiflis e esta envolvida na
replicacdo viral, estimula atividade NTPase, RTPdaeproteina NS3 (LINDENBACH;
THIEL; RICE, 2007). Tem sido implicada de partigijgi@ mecanismos de evasao da resposta
imune e pode atuar como antagonista da via deizgab deinterferon (IFN) do tipo |
(LAURRENT-ROLLE et al., 2010; LINO et al., 2006).

2.1.2 Ciclo replicativo

Diferentes linhagens celulares sdo permissivagfécgdoin vivo e in vitro aos
flavivirus (CHAMBERS et al., 1990). A replicacdo genoma e producéao da progénie viral
ocorre completamente no citoplasma de células lkesaes (figura 3) (RIDPATH; FLORES,
2007).

Particulas virais extracelulares se ligam as aélakravés de receptores celulares de
superficie e penetram na célula hospedeira poro#tnde mediada por um receptor especifico
para a proteina E do envelope viral. Ocorre, enifio rearranjo conformacional na
glicoproteina E, devido ao baixo pH no endossongueofacilita a fusédo do envelope lipidico
viral com a membrana endossomal e liberacdo doeocapsideo no citoplasma celular
(PASTORINO et al., 2010).

Apo6s a liberacdo do nucleocapsideo, ocorre a ¢éadumediata do genoma. A
traducdo da ORF é cap-dependente, e € iniciadameip codon UAG perto da regido 5’ do
genoma viral, utilizando fatores de iniciacdo degealeiro, como componentes do complexo
elF4F ligado a membrana ribossomal, bem como oyiratinas. O processamento da
poliproteina produzida em proteinas maduras envdivagens sequenciais mediadas por
proteases virais e da célula hospedeira (GARDNERIRN, 2010).

Apos a traducdo, inicia-se o processo de replicdgdgenoma viral. As proteinas nédo
estruturais recém sintetizadas se associam pamaafar complexo replicase. O complexo
reconhece estruturas secundarias na extremidadegide® 3'° do genoma viral, e a proteina

NS5 sintetiza copias de fitas de RNA de sentidaganémico (polaridade negativa). Essas
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fitas de RNA sintetizadas s&o rapidamente tramscmpiara produzir novas fitas de RNA
positivas. A replicacdo de RNA € assimétrica, peatllo fitas positivas mais eficientemente
que a producéao de negativas (GARDNER; RYMAN, 2010).

Figura 3 — Representacéo do ciclo replicativo dedVivirus.
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Tradugo do RNA

Sintese e processamento
B @ Exdorsomo da poliproteina
Fusdo .

leeragln Nucleocapsideo

R @ — (+) RNA

Fonte: Pastorino et al. (2010).

Nota: 1- Particulas virais se ligam a receptorea peoteina E; 2- Virus penetra por endocitose audpor receptor; 3- No
endossomo ocorre rearranjo da proteina E; 4- Fdedenvelope lipidico com membrana endossomal; Berbicéo do
genoma; 6- Tradugdo imediata do genoma (é Cap-depemdniciada no 1° cddon UAG); 7- Replicacdo doogea viral
(NS formam o complexo replicase e NS5 sintetizaasdge RNA -); 8- no RE, proteina C se complexa com Ri#A6mico
e sdo empacotados pela membrana do RE(heterodidei®® M); 9- Virion imaturo vai ser transportadocamplexo de
Golgi; 10- em Golgi ocorre clivagem de prM em M forinas celulares, rearranjo da proteina E (mgficaviral); 11- Os
virions maduros vai ser liberados por exocitose.

A formacdo de particulas virais imaturas ocorre R, onde a proteina C é
complexada ao RNA gendmico. Estes sdo empacotaslasnrembrana do RE, contendo
heterodimeros das proteinas E e M. Durante a memtagtransporte das particulas virais
imaturas, ocorre a maturacao viral no complex&dki, onde ha a clivagem de prM em M
por furinas celulares (LINDENBACH; THIEL; RICE, 20} e rearranjo da proteina E, com
consequente liberacdo das particulas virais matpoasexocitose (RIDPATH; FLORES,
2007).
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2.2 Aspectos epidemioldgicos da febre amarela nasr

A FA é uma doencga sazonal, ocorrendo no Brasil m@ior frequéncia nos meses de
janeiro a abril, que é periodo com maior indiceviplmétrico (BRASIL, 2011), acomete
principalmente os seres humanos do sexo masculom, maior incidéncia a partir dos 15
anos, onde ha maior exposigéo profissional. Etaéiomada a penetragcdo em zonas silvestres
de area endémica e em pessoas ndo vacinadas mgieargsdximas a ambientes selvagens,
onde circula o virus, além de turistas (principalteeos que praticam ecoturismo)
(GONGALVES et al., 2010; VASCONCELOQOS, 2003).

2.2.1 Distribuicdo geografica

O YFV é endémico em areas tropicais da Africa eéAca Latina, correspondente a
uma populacdo de aproximadamente 900 milhdes d®agem risco de infeccdo, em 45
paises (32 na Africa e 13 na América Latina). EmlmoYFV ndo tenha sido relatado na Asia,
a regiao esta sob risco de infeccdo porque consécoradicdes requeridas para a transmissao
do virus, como a exposicdo ao mosquito transmidaoFA urbana Aedes aegypti ndo
imunizacdo de pessoas, grande contato com pess@asvigem em areas endémicas
(COURA, 2008; ORGANIZA(;AO MUNDIAL DE SAUDE, 2012).

Estima-se que ocorram anualmente 200.000 casasncom 30.000 mortes em todo
o mundo. Um pequeno numero de infec¢des ocorreadseplivres devido a importacdo de
casos (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2012).

Em 2008, dois estados (Goias e Mato Grosso do &ul)Distrito Federal foram
responsaveis pelo registro de 23 casos (confirméalosratorialmente) de FA, com 13
mortes. Esses casos tiveram origem de um surtpideotia em macacos que teve inicio em
abril de 2007 e se espalhou para mais de 80 miosciip Brasil. Dos 23 casos em seres
humanos confirmados, 21 pessoas ndo haviam sidoadas e duas haviam sido ha mais de
20 anos. Para que houvesse aumento da cobertunalvda populacdo em risco através de
uma campanha de vacinagdo de emergéncia, o MiaistérSaude do Brasil suspendeu a
exportacao da vacina fabricada no Brasil e submetepedido de mais de quatro milhdes de
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doses da vacina do estoque emergencial global (MRBXCAO MUNDIAL DE SAUDE,
2012).

No periodo de 1990 a 2010 (periodo de vinte arams)ireram 587 casos com 259
Obitos. O maior numero de registros foi em Min&sdis, seguido do Maranhéo, Goias, Para,
e Amazonas. No entanto, outros estados tambémireggim casos de FA: Acre, Amapa,
Roraima, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Tocailistrito Federal, S&o Paulo, Bahia,
Parana e Rio Grande do Sul (BRASIL, 2012).

2.2.2 Transmissao

O YFV tem o mosquito como principal vetor, querega o patdégeno entre
hospedeiros, principalmente entre macacos e sermgmros. As principais espécies de
mosquitos transmissores de FA sAedes, Haemagogus e Sabetf@®URA, 2008). Esses
culicideos se reproduzem tanto em torno das casésnps), selva (selvagens) ou em
ambiente peri-domésticos (semi-domésticos) (ORGAJZO MUNDIAL DE SAUDE,
2012). No Brasil, os principais vetores s&taemagogus janthinomyselvagens) éedes
aegypti(urbanos) (BRASIL, 2005).

Os hospedeiros naturais sdo o0s primatas nao-hsm&mmo macaco), e 0s

hospedeiros acidentais sao os seres humanos nazados (BRASIL, 2010).

Existem dois tipos de ciclos de transmissdo que d&finidos através do tipo de
hospedeiro, localizacdo geografica e espécie waktoriclo selvagem e o ciclo urbano
(GONCALVES, 2010; VASCONCELQOS, 2003). O ciclo sajean da FA ocorre em macacos
de florestas tropicais que sao infectados por nmitmsjselvagens; os macacos infectados
disseminam o virus para outros mosquitos que seeatam deles (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2012).

O ciclo urbano ocorre quando uma pessoa infedrataduz o virus em areas de
populacdo densa com grande numero de pessoas néizaocas e com alto indice de
mosquitos do génerdedes spos mosquitos que sao infectados durante o regasiguineo,
transmitem o virus entre pessoas (ORGANIZACAO MUNDDE SAUDE, 2012).
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Na Africa, existe um terceiro ciclo de transmissgie ndo foi descrito na América
Latina: ciclo intermediario. Esse ciclo acontece&@®as Umidas ou semi-Umidas da Africa é
o0 tipo mais comum de surto na Africa. A transmiss@orre quando ha um aumento de
contato entre pessoas, mosquitos semi-domeéstiooscacos. Aldeias diferentes localizadas
em uma mesma area podem sofrer casos simultaneosutto pode se tornar epidemia mais
grave quando a infeccéo é realizada em zona povoademosquitos domésticos e pessoas
n&o vacinadas (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 201@igura 4).

O periodo de transmissibilidade corresponde a fdseviremia do paciente.
Geralmente o sangue do hospedeiro é infectantd @48 horas antes do aparecimento dos
sintomas e até 3 a 5 dias apds a infeccdo. Embéia ado seja transmitida de pessoa a
pessoa, pacientes virémicos devem ser isoladosnoosqueteiros em areas onde ha o vetor
potencial, até que se confirme o caso (GARDNER; RXV2010).

Figura 4 — Representacédo esquematica do ciclo datrsmissédo da Febre Amarela.

Mosquito doméstico
Aedes aegypti

intermediario

- Seres humanos que
ivem em domicilios peri-

selvagens.

Fonte: Adaptado de Gardner e Ryman (2010).
Nota: os trés ciclos de transmisséo da febre amargstrando os vetores virais e hospedeiros eendaeld.

2.3 Patogenia e manifestacdes clinicas da Febre Aate

O periodo de incubacédo € de trés a seis diasidseda infec¢cdo e o quadro clinico
pode se dar em duas fases (bifasico). A primeie fase aguda, que também pode ser
conhecida como periodo de infeccdo, que geralmesmisa febre alta, mialgias, cefaleia,
calafrios, prostracdo, nausea ou vomito, pulsmlem relacdo a temperatura alta (sinal de

Faged. A maioria dos pacientes melhora e os sintomaaprecem depois de trés a quatro
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dias, no entanto, aproximadamente 15% dos pacientieam na segunda fase da infeccao
(COURA, 2008; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2012; NSCONCELOS, 2003).

A segunda fase é mais toxica (fase de intoxicaghogorre dentro de 24 horas apos a
remissao inicial, causando febre alta, diarreiaomprometimento de diversos sistemas
corporais. O paciente desenvolve ictericia rapisgaeje dor abdominal, vomitos,
manifestacbes hemorragicas (hematémese, melenataxepi hematiria, sangramento
vestibular da cavidade oral) prostacéo intensafitiéncia hepatica e renal, podendo levar ao
coma e morte. Cerca de 50% dos pacientes morretrodds 10 a 14 dias, e o restante se
recupera sem danos significativos (BRASIL, 2010{UR3, 2008).

Apo6s a picada do mosquito fémea infectado, o wruisternalizado por endocitose
mediada por receptor, 0s virus atingem os noduldaticos regionais onde iniciam sua
replicagdo nos linfécitos e macrofagos; ap0s daaagio, 0s virus caem na corrente sanguinea
(provocando viremia) e vao para o 6rgao alvo (figadlo figado, os virus penetram nos
hepatocitos e células de Kupffer. O virus, entda, hepatocitos, causando necrose; ha ainda

intensa capilarite, corroborando com fenémenos h&gicos (COURA, 2008).

A resposta a infeccdo € ampla e variavel. A FAepmduzir infeccbes assintomaticas
ou sub-clinicas, formas leves (oligossoméaticashimés graves e até formas fulminantes.
Acredita-se que 90% dos casos de FA sejam claadificcomo leve e assintomaticas, e que
sao raramente diagnosticadas, como ilustrado neafty (VASCONCELOQOS, 2003).

Figura 5 — Representacédo esquematica da distribuigaddas formas clinicas da Febre Amarela.

A

‘Om

Fonte: Adaptado de Vasconcelos (2003).

Nota: distribuicio das formas clinicas de FA, qoéepser descrito como “iceberg” da enfermidade okaidos casos de FA
€ assintomatico, correpondendo a 40 e 65% dos dasBA. As formas leve e moderada correspondene @0te 30% dos
casos. J4 os casos fatais sédo mais raros, camtitaiponta do iceberg, respondendo por 5 a 10%atos da doenca.
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2.4 Diagnostico

Diagnostico pode ser clinico, epidemiolégico eofaktorial (COURA, 2008). Durante
0s estagios iniciais da doenca, o diagnostico iildé pode ser confundido com outras
viroses; necessitam ainda da histéria epidemicdddm paciente para sua identificacdo. Em
pacientes mais graves, a FA pode ser confundidamaléria grave, febre hemorragica do
dengue, leptospirose, hepatites virais (principabmeB e D), febre do Nilo Ocidental,
envenenamento e septicemia (COURA, 2008; ORGANIZACMUNDIAL DE SAUDE,
2012; VASCONCELOS 2003).

O diagnéstico laboratorial pode ser feito atragéssolamento viral de amostras de
sangue ou tecido hepatico, pela deteccdo de aatigem tecido (imunofluorescéncia,
imunoperoxidase, PCR e hibridizagaasitu), sorolégico (ELISA de captura de IgM, inibicdo
de hemaglutinacdo, fixacdo de complemento e sotm@ieacdo). Ensaios bioquimicos
podem detectar aumento em aminotransferases (ASI/@CGALT/TGP) e de bilirrubina
(BRASIL, 2010, COURA, 2008).

2.5 Tratamento

N&o ha terapia antiviral especifica para FA, sendoessario um tratamento de
suporte com o0 objetivo de diminuir os sintomas endoer conforto ao paciente
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2012). Cuidados deigorte podem melhorar os
resultados em pacientes graves, no entanto, ratanesté disponivel para areas pobres.
Pacientes graves, quando possivel devem ser tsatalainidades de terapia intensiva (UTI),
com o objetivo de reduzir as complicacdes de bade (VASCONCELOS, 2003).

Varios compostos com atividade antivirais vitro tém sido descritos, como a
ribavirina e o interferomx e 3. Contudo, os resultados de ensaio utlizando rilveaviem
macacos infectados experimentalmente foram comtiisa Estudos utilizando interfergrem
macacos infectados, resultaram em atraso no id&idremia, mas ndo se teve efeito sobre a
sobrevivéncia desses animais (GARDNER; RYMAN, 2010)
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2.6 Prevencao e controle

A vacinacdo € a medida preventiva mais importaotdgra FA. A vacina é segura,
eficaz e acessivel, proporcionando imunidade efefientro de uma semana para 95% de
pessoas vacinadas. Os efeitos secundarios gravearsd, mas tém sido relatadas raramente
em areas endémicas e em viajantes vacinados nd, Brastralia, Estados Unidos, Peru e
Togo (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2012).

A vacinacdo preventiva pode ser oferecida atral@smunizacdo infantil ou em
campanhas de vacinagdo em massa 0 que garanteeotawta cobertura vacinal em paises
de risco, bem como para quem viaja para area endé(@ONCALVES et al., 2010;
VASCONCELOS, 2003) (figura 6). Para a populacdo viaga de areas livres para areas
endémicas, recomenda-se que a vacinacao sejadéztdias antes da entrada nessas areas
endémicas (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2012).

Duas vacinas foram desenvolvidas na década denx@(ntanto a atenuacdo foi
realizada por métodos diferentes: A) A vacina F\@érivada de 128 passagens do virus
selvagem viscerotropico Francés (French viscermtroprus — FVV) em cérebro de
camundongo, isolado em 1927 no Senegal; B) A vatiia derivada de 176 passagens de
cultura de tecidos de embrido de murinos e pinfuerdr da cepa selvagem Asibi. Em 1961, a
vacina FVV foi retirada do mercado, porque sua aitiacao era associada a alta incidéncia
de encefalite em criancas (GARDNER; RYMAN, 2010).

Atualmente a vacina é produzida com virus vivonadé€lo com a amostra 17D.
Existem duas subcepas de YFV utilizadas para anae@o: A) 17DD, cuja tecnologia é a
usada para a fabricacdo de vacinas no Brasil peldd€&do Oswaldo Cruz (Biomanguinhos);
B) 17D-204, utilizada no restante do mundo (GONCAIS/et al., 2010; VASCONCELOS,
2003). Entre as duas subcepas, ndo h& diferencémuaogenicidade, apesar destas
apresentarem pequenas diferencas a nivel de gdM@MNATH et al., 2002).

Como a vacina é produzida a partir de ovos emados e € feita através na atenuacao
de virus vivo, sofre algumas restricbes. Nao podemimunizadas criangas com menos de
nove meses para vacinacdo de rotina, ou menos islenseses em casos de epidemias;

mulheres gravidas, exceto em caso de surto, quandoo € alto; pessoas com alergia grave
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a ovo e também pessoas com imunodeficiéncia gnaaeieptes HIV/Aids, paciente com
cancer utilizando corticoides, ou paciente com aksuo no timo) (COURA, 2008;
ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2012).

Figura 6 — Mapa das areas de rico de Febre Amarela.
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Fonte: Adaptado de Organizacdo Mundial de Saude2j20
Nota: em amarelo estdo destacados os paises suefid@micas, onde a vacinagdo é recomendada. &ressac paises da
Africa e da América Latina.

Em areas de alto risco, onde a cobertura vacibai»@, o reconhecimento rapido do
surto € fundamental para que a principal medideodérole, que € a vacinagcao seja tomada.
Para evitar epidemia, é necessario que a cobestciaal seja de 60 a 80% na populacdo em
risco, porém, poucos paises da Africa tem essatcohdORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2012).

Em algumas situacbes o controle do mosquito véteital para evitar epidemias
graves, até que a vacinacao tenha efeito. O risctmatismissdo em areas urbanas pode ser
reduzido, através da eliminacdo de potenciais auiad de mosquitos (BRASIL, 2010;
ORGANIZAQAO MUNDIAL DE SAUDE, 2012).

Vigilancia Epidemioldgica tem como objetivo reduaiincidéncia de FA buscando a
diminuir a transmissao selvagem, impedir a trans&oisurbana e detectar oportunamente a
circulacao viral para direcionar as medidas derotmtPor isso, a doenca é de notificacdo
compulséria e investigacdo epidemiologica obrigatdAs acbes de vigilancia devem ser

direcionadas a grupos de humanos, primatas ndorngnaetores selvagens e também
observacédo da cobertura vacinal, com acompanharsistématico desta (BRASIL, 2010).
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2.7 Sistema de genética reversa para flavivirus.

O sistema de genética reversa € uma importam@rienta que permite a manipulacéo
de virus de genoma de RNA polaridade positiva,rargie seu DNA complementar (CDNA)
clonado (PU et al., 2011). A transcricéovitro a partir deste cDNA clonado, ira produzir
RNA transcrito que séo réplicas de RNA gendmic@ mtroducdo destes transcritos em
cultura de células susceptiveis podera resultantgocéo viral produtiva (POLO et al., 1997)
(Figura 7).

O primeiro sistema de genética reversa descrita fia@vivirus tem mais de 20 anos, e
foi desenvolvido para a construcdo de um clonecaidso de febre amarela (RICE et al.,
1989). Desde entdo essa ferramenta vem sendoad8lipara a construgcdo de outros
flavivirus: dengue virus sorotipo 2 (DENV2) (POL©at., 1997), dengue virus sorotipo 4
(DENV4) (LAl et al., 1991), virus do Oeste do N(MYNV) (YAMSHCHIKOQOV, 2001), virus
da encefalite Japonesa (JEV) (YUN et al., 2003; ZH al., 2005).

Os sistemas de genética reversa para flavivirosim@ortantes para estudos de
replicacédo e patogénese viral, desenvolvimentoageas e triagem de drogas antivirais (LI;
AASKOV; LOTT, 2011). Mutagbes podem ser introduzi@éen diversas regidoes do genoma e
o efeito no fendtipo do virus pode ser analisadoa estudo do impacto desta variacao
genética induzida (POLO et al., 1997; TIERNEY; LAMR, 2005).

No entanto, a manipulacdo destes clones infeczidgoflavivirus ndo é facil, por
causa da aparente instabilidade das sequénciaBNl& clonados em sistemas procariotos
(POLO et al., 1997). Para superar essa dificuldeldees de cDNA de flavivirus tém sido
desenvolvidos em plasmideos de baixo nimero dago@iomossomos artificiais de bactéria,
sistema de dois plasmideos e em plasmideos daulav@d; AASKOV; LOTT, 2011).

Sistemas de genética reversa baseados na coostleiggplicons subgendémicos tém
sido utilizados para estudo de flavivirus. Replgon RNA auto-replicativos sao particulas
virais ndo-infecciosas que possuem 0s elementa&tiges necessarios para a replicacdo do
seu genoma na célula, mas deficiente de genedueatsunecessarios para a producédo de
particulas virais infecciosas (JONES; PATKAR; KUHRQO5). A vantagem do replicon em
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relacdo ao clone infeccioso é que a replicacdoethmma pode ser isolada da morfogénese

viral, permitindo o mapeamento das proteinas e giosfjue participam da replicacéo viral.

Figura 7 — Representagdo esquematica do sistemagimética reversa para Flavivirus
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Fonte: Elaborada pela autora

Nota: 1- O RNA gendmico fita positiva sera utilizadomo molde para a producdo do cDNA viral; 2- O ¢éDWral
produzido sera clonado em um vetor, como mostrau8;e4- A partir do cDNA clonado, vai ser realizal&ranscri¢cadn
vitro; 5- O RNA sintetizadadn vitro é semelhante ao RNA gendmico; 6- Esses RNAs setdo,dransfectados em células
permissivas; 7- A transfeccéo em células permisgivaduzira particulas virais infecciosas.

A construcao de replicons ja foi descrita paveeidios flavivirus como YFV (JONES;
PATKAR; KUHN, 2005), DENV2 (NG et al., 2007), virudengue sorotipo 3 (DENV3)
(MOSIMANN et al., 2010), DENV4 (ALCARAZ-ESTRADA etl., 2010). Estes replicons
tém sido empregados para estudo do papel dasmastedio-estruturais no ciclo de vida viral
(JONES; PATKAR; KUHN, 2005), estudos da replicagé@al (ALCARAZ-ESTRADA et
al., 2010); além disso, representam um sistemaaltastinteressante e promissor para

desenvolvimento e triagem de antivirais (NG et20Q7; ZOU et al., 2011).

Outra ferramenta que tém sido empregada em estiglosrologia molecular é a
construcdo de virus recombinantes contendo emBEA genes repdrteres clonados. Esses
reporteres sao genes com fenotipos facilmente mavess, fornecendo assim, meios valiosos

para o acompanhamento de diferentes processogiomdd os quais vém ajudando a elucidar
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aspectos da patogenia, ciclo viral, desenvolvimeletowacinas e triagem de drogas. (NG et
al., 2007; PATKAR; KUHN, 2008).

Para o YFV, os sistemas de genética reversa temitjged a manipulacdo do genoma
viral para a construcdo de replicons e desenvolionde novas vacinas humanas. Isso se
deve ao fato de que a vacina de virus atenuadosigonusada ha mais de 70 anos com
seguranca e eficacia devido a algumas proprieddaesacina como a replicacao viral no
hospedeiro limitada, mas com significante expansadisseminacao viral, produzindo
resposta imune robusta e de longa duracdo. Asswitus atenuado tem se tornado muito
atrativo como vetor de expressédo para o desenvehtonde novas vacinas vivas atenuadas
(BONALDO et al., 2007).

O desenvolvimento da tecnologia de clone infecctes permitido a manipulacdo do
genoma do YFV-17D para a expressdo de genes lmgesdl Bonaldo et al. (2007)
estabeleceram um método para construcdo de umrecambinante viavel, para a geracao
de flavivirus contendo insercéo de genes inteindeas genes das proteinas E e NS1, para
permitir o correto processamento da poliproteirecymsora. O gene heterolégo inserido foi
da proteina fluorescente ver@leFP,Green Fluorescente Protdir o virus foi estavel até a
décima passagem.

Utilizando a mesma ferramenta, Bredenbeek eR@0g) construiram a quimera YFV-
17D/LASV-GPC. O virus vacinal YFV-17D foi utilizadoomo vetor para o precursor da
glicoproteina do Arenavirus Lassa (Lassa virus -SVA A proteina GPC foi inserida na
regido intergénica E/NS1. A quimera se replicoucpoem porquinhos da india, mas induziu
a formacgé&o de anticorpos neutralizantes contratigeanos do LASV e YFV-17D.

Portanto, esta ferramenta descrita por Bonaldd. €2007) e Bredenbeek et al. (2006)
podera ser util para o desenvolvimento de vacieadmds vivo atenuado para outras doencas

humanas, bem como de processos celulares relas®aadnfecgdes virais.
2.7.1 Recombinag¢do homologa em levedura
Sequéncias de cDNA que sdo instaveis em sisternaartos, frequentemente séo

estaveis em sistemas eucariotos. Leved8ascharomyces cerevisiaio muito utilizadas

com o proposito de diminuir a instabilidade do geao(POLO et al., 1997). Fragmentos
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lineares de DNA tem a capacidade de estimular @bmacéo nestas leveduras, e isto tem
sido utilizado no desenvolvimento de estratégiaslaigagem (OLDENBRURG et al., 1997).

Uma das metodologias mais amplamente empregaalataagem baseada na técnica
de recombinacdo homoéloga em levedura (SHANKS et 28l09). Nesta estratégia, um
fragmento qualquer de DNA, contendo sequéncias lumas ao vetor nas suas extremidades,
pode ser diretamente clonado por recombinagaavo neste vetor linearizado. Mdltiplos
fragmentos de DNA podem ser recombinados, desdeegiram sequencias homoélogas nas
extremidades do fragmento (GIBSON, 2009) (FiguraA8yantagem desta técnica é que ela
nao € limitada a presenca de sitios de restriginp s sistemas procariotos convencionais, é
eficiente, simples e robusta (SHANKS et al., 2009).

Figura 8 — Representacéo esquematica da técnica dEombinacdo homologa em levedura

vetor

Fonte: Elaborada pela autora

Nota: Fragmentos lineares de DNA (em azul) contesgméncias terminais homélogas (amarelo, vermilas e verde) as
sequéncias terminais de um vetor linearizado e¢ooutio fragmento linear, pode ser diretamenteadorpor recombinacdo
in vivo.

2.7.2 Utilizagao de genes reporteres como marcadoodeculares

A busca pelo aprimoramento dos sistemas de gamé&tiersa para estudo da biologia
de diversos virus tem levado a utilizacdo de maresdmoleculares clonados em genomas
virais recombinantes, com o objetivo de facilitemcmmpanhamento dos diferentes processos
biolégicos viral. Diversos genes reporteres téro sitilizados como marcadores moleculares
e tem contribuido para o avango nas pesquisadipangrus. Dentre eles podemos destacar

as luciferases (como Renilla, Firefly e Gaussid, que sdo enzimas que catalisam reacfes
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guimicas que produzem luz em organismos vivodzaititio oxigénio molecular para oxidar
seus substratos, emitindo fotons (TANNOUS et &I05).

As luciferases sao reporteres luminescentes quesido empregadas em virologia
para estudo da replicacdo, patogénese viral, asjhiotedmicas, desenvolvimento e triagem
de drogas e também para a producdo e caracteridac@etores virais vacinais. Gaussia
luciferase (GLuc) é a menor luciferase conhecidpresenta algumas vantagens em relacéo
Firefly e Renilla luciferase, tais como: ser naturalmente secretadppr isso pode ser
guantificada sem a necessidade de lise celulanddixas células intactas e disponiveis para
outras analises; a GLuc expressa uma proteina éscente com rendimentos quanticos mais
elevados que as outras luciferases; e é resistsntiéversas condi¢cbes de pH e temperatura
(TANNOUS, 2009). Além disso, devido ao seu pequentanho, representa uma ferramenta
importante no desenvolvimento de vetores viraig gpresentam capacidade limitada para
terapia génica (TANNOUS et al., 2005).

Nos ultimos anos, tem sido ainda descritos flavg/reporteres para JEV (YUN et al.,
2003), WNV (DEAS et al., 2005) e DENV2 (LEARDKAMOLARN; SIRIGULPANIT,
2012; ZOU et al., 2011;). Esses virus reporteres giglo construidos e caracterizados para
estudo de replicacdo e patogénese viral, triagerdroigas antivirais, desenvolvimento de

vetores virais vacinais.
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3 JUSTIFICATIVA

A FA é uma doenca viral aguda transmitida por raieg infectados. Estima-se que
anualmente ocorram 200.000 novos casos, com cer88.600 mortes em todo o mundo. O
YFV é endémico em areas tropicais da Africa e Aoaédo Sul, sendo considerado um

problema de saude publica devido & propor¢cao dmpsgjue estdo em risco.

Diversas abordagens tém sido empregadas parataugstudos de patogénese e
replicagdo viral. Uma das abordagens mais impasa@ta utilizacdo de sistemas de genética
reversa, para a manipulacdo de virus de RNA desiiitgples de polaridade positiva. Esta
abordagem é fundamental para estudos do YFV, paisife a elucidacdo do papel de
proteinas virais no ciclo replicativo, patogéneaandeccado, estudos de competéncia vetorial,

e também na triagem de compostos antivirais.

Com o objetivo de aprimorar ferramentas de peagpéga o YFV, nds propomos a
construcdo e caracterizacdo de um virus recoml@rnEA, expressando o repoiGaussia

luciferase (GLuc), através da técnica de recomBmapmaologa em levedura.

Acredita-se que esta construcao sera de grand&ténpia para triagem de antivirais,
através da mensuracdo da atividade enzimatica dec ®m cultivo celular; e estudos de
capacidade vetorial, através da mensuracdo daladizgide GLuc em mosquitos infectados
com este virus recombinante. Este virus repressntia, uma importante ferramenta que
podera ser utilizada como vetor viral vacinal, #gda expressao de genes heterélogos de

proteinas virais de interesse.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

E possivel construir um virus recombinante estdedebre amarela expressando o

gene reporteGaussiduciferase?
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Construir e caracterizar um virus recombinantéetbee amarela, expressando o gene
reporter daGaussiduciferase

5.2 Objetivos Especificos

a) Clonar o gene da proteina reporterGrussialuciferase no clone infeccioso de febre
amarela;
b) Recuperar particulas virais recombinantes expressaprotein&aussia luciferase;

c) Caracterizar em cultivo celular o virus recombirartnstruido.
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6 MATERIAIS E METODOS

A figura 9 resume de forma esquematica os meétoshpsemyados para a construcao e

caracterizacao do virus YFV-GLuc

Figura 9 — Fluxograma destacando os principais pons dos métodos utilizados na constru¢éo e caractesicdo do
virus

Preparacio de Vetor | | PCR (619 pb) I
| |

\
|

Transformacio em levedura
(Saccharemyces cerevisae - RFY 206)

!

Colonias positivas |

v

Extracio plasmideal |

v

PCR (confirmagia) | > Selecio aleatoria de 4 clones
confirmados

{

Amplificacio do genoma completo Purificacio do produto de PCR
(PCR) (fenol-cloroformio)

!

Transericao in vitro |

Imunofluorescencia indireta ‘ - I ¢
I"— Transfeccao (BHK-21) ‘

v

Virus recuperados ‘

Mensuracio da atividade de GLuc ‘ ===

|J|

|
Caracterizacio fenotipica ‘ Caracterizacio genotipica

Ensaio de placa, IFA, expressio GLue ‘ RT-PCR

Fonte: Elaborada pela autora
Nota: Representacao através de fluxograma das paie@tapas utlizadas na construgéo e caractesiziacsFV-GLuc.

6.1 Cultivo de células e virus

As células BHK21 lfaby hamster kidneyfpram mantidas em meio MEMM{nimal
Essential Medium SIGMA-ALDRICH, St Louis, MO, EUA), suplementado cob0% soro
fetal bovino (SFB) e 1% de antibidticos (penicilma&streptomicina), em atmosfera de 5% de
CO, a 37°C. O virusrFV-17Dfoi amplificado e titulado em células BHK21 porsaio de
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placas, para ser utilizado como controle positios experimentos. Todo o estoque de células

e virus foram mantidos -80°C.

6.2 Construcao do virus recombinante YFV-Gluc

A partir do YFV, que expressa o gene repostellow fluorescent protein (YFP)
(YFV-YFP-DENV1linker #3), desenvolvido previamermte nosso laboratorio, foi construido

0 virus recombinante de FA, expressando o geneteetaGaussiauciferase (GLuc).

A técnica de recombinacdo homologa em leveduratitizada para manipulacdo do
plasmideo pBSC-YFV-YFP-DENV1linker #3, que contémims recombinante expressando
YFP. O sitio de restricdo para a enziMarl foi utilizado para digestdo e liberacdo do
fragmento do gene repérter YFP. Portanto, o plasonfdi digerido com a enzimidarl, e
posteriormente ligado por recombinacdo homodloga lemedura por um fragmento
amplificado por PCR. Esse fragmento de PCR correfgite ao gene reporter da GLuc tem,

em suas extremidades, sequéncias homélogas aqfigtioa 10).

6.2.1 Preparacéao do vetor

O plasmideo pBSC-YFV-YFP-DENV1linker #3 foi diggwicom a enzimblarl (New
England BioLabs, Ipswich, Massachussetts) portsmias a 37°C, seguido de desfosforilacao
com 5U da enzimaéntarctic PhosphataséNew England BioLabs, Ipswich, Massachussetts)

durante 30 minutos a 37°C.

6.2.2 Reacéo de PCR para recombinacao

A construcdo do virus YFV-GLuc foi realizada p@ceombinacdo homodloga em
levedura com um produto de PCR contendo extrem&ladendlogas ao vetor pBSC-YFV-
YFP-DENV1linker linearizado pela enzimdarl (NEW ENGLAND BIOLABS, Ipswich -
Massachussetts). Este fragmento (619 pb) foi aitgdib com ogrimers YFV-GLuc-F e
YFV-GLuc-R, e contém a sequéncia do gene do repddeprimers utilizados nas reacdes

de PCR séao apresentados no Quadro 1.
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Figura 10 — Representagéo esquematica da construgdo virus YFV-GLuc

5 UTR ‘ i 3" UTR
A YFP | J
C pM E NS1 2a2b NS3 d4da 4b NS5
27 ntN- Stem-
term. anchorE
NS1YFV |l DENV1
CpM E NS1 2a2b NS3 4a 4b NS5

27 ntN-
term
NS1YFV

Stem-
anchor E
DENV1

Fonte: Elaborada pela autora
Nota: em A, o virus previamente construido em ndabkoratério YFV-YFP-DENV1Linker; em B o virus recbmante

expressand@aussialuciferase.

Quadro 1. Oligonucleotideositilizados na construgéo do virus recombinante.

Nome do Primer

Sequéncia

YFV-GLuc-F GACCAGGGCTGTGCAATTAATTTCGGGGCGCCATGGGA
GTCAAAGTTCTGTTTG
YFV-GLuc-R CTCGGGCGGTTGCTTCGAACATTTEGCGCCGTCACCACC

GGCCCCCTTG

Fonte: Elaborada pela autora.
Nota: As sequéncias homologas para recombinac8evatura estdo sublinhadas. Em negrito, séo @s sisipecificos para

a enzima Narl.

Para 20 pL da reagdo de PCR foram utilizados: dxathpdo de PCR (10xPCR
buffer, 5mM de cada dNTP, 25 mM Mdgl 2,5U de Taq Platinum (INVITROGEN,
Carlsbad, CA, EUA), 1pmol de primers especificos e 58g do DNA molde. As condi¢cfes
de ciclagem foram: cinco minutos de desnaturac@taira 95°C, seguidos de 32 ciclos de
desnaturacdo por 30 segundos a 95°C, 30 segundasetiemento a 56°C, um minuto de
extensdo para cada 1000 pares de bases a 68°Ona20@s finais de extenséo a 68°C. O
produto de PCR foi visualizado em gel de agaro&acom brometo de etidio, e a banda
especifica do amplicon foi posteriormente excisdmgel e purificada com a utilizacédo do kit

QIAquick Gel Extraction (QIAGEN, Hilden, Germanygundo instru¢des do fabricante.
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6.2.3 Transformacéo em levedura

O fragmento de PCR e vetor digerido foram intradogz em leveduras
Saccharomyces cerevisiaBnhagem RFY-206, pela transformacdo com acetholitio
(LIOAc) (SAMBROOK; RUSSELL, 2001).

Uma colonia da linhagem da levedura foi amplifacadn 20 mL de meio YPDYgast
Peptone Dextrose 20 g peptona, 10 g extrato de levedura, 20 gogkicH20 g.s.p 1 L), a
30°C por 12-16 horas. No dia seguinte, foi prepanach inoculo em uma densidade Otica
(DO) de 0,1, e posteriormente incubado a 30°Calancar uma DO de 0,55. Em seguida, as
leveduras foram concentradas por centrifugacdades e transformadas com acetato de litio
(SAMBROOK; RUSSELL, 2001). ApGs a transformacéolea®duras foram plagueadas em
placas de YNB Yeast Nitrogen Base 6,7 g Yeast nitrogen base w/o amino acids, w/
ammonium sulfate SIGMAALDRICH, St Louis, MO, EUA - 20g glucose,1D V/V solucao
de aminoacidos 10X -Yeast synthetic drop-out medium without tryptophaiBSIGMA-
ALDRICH, St Louis, MO, EUA) sélido na auséncia dminoéacido triptofano [-trp] e

mantidas a 30°C por trés dias.

6.2.4 Extracdo de DNA plasmidial de levedura e icordcéo dos clones

As colbnias positivas foram selecionadas e amgdiagim 20 mL de meio YNBJ[-trp]
liquido, por 16 horas a 30°C sob agitacdo constdetel30 rpm. Apdés o periodo de
incubacgdo, as células foram concentradas por figgdgao e lavadas uma vez com ¢dHO
pellet foi ressuspendido em tampé&o SCE (1M Sorkli@dmM NaAc e 60mM EDTA) e em
seguida foi adicionado 50 pL de zimolase (200mg/eBp pLB-mercaptoetanol e entdo, as

células foram incubadas por uma hora a 37°C.

Posteriormente, as células foram concentradasceotrifugacdo e foi realizada a
extracdo plasmidial, utilizando o kit comerciBlasmid Midi Kit (QIAGEN, Hilden,
Germany), seguindo recomendacdes do fabricantenstiucao foi confirmada por PCR com
par deprimersespecifico para amplificar um produto contendoepdd vetor e dos produtos

recombinados.
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6.3 Recuperacgdo da particula viral recombinante.

Para a recuperacdo do virus construido, RNA siatkisin vitro de cada clone da
construcdo foram introduzidos em células eucasétyor eletroporacao. A replicacao viral e
a expressao das proteinas virais foram avaliadasmumofluorescéncia e expressédo do gene
reporter.

6.3.1 Amplificacdo do genoma completo do virus ndgimante por PCR e transcrigdovitro

A amplificacdo completa do genoma do virus coindtrde aproximadamente 11,7 kb,
foi realizada em uma reacdo de 50 pL utilizandonainea KlenTag-LA polimerase
(CLONTECH, Mountain View, CA). A reacédo foi compasde: 100 ng de DNA plasmideal
de levedura, 1X do tampéao KlenTag-LA (CLONTECH, Mtin View, CA), 1,3% Dimetil-
sulfoxido (DMSO —Dimethyl sulfoxide SIGMA-ALDRICH, St Louis, MO, EUA), 0,4 M
betaina (SIGMA-ALDRICH, St Louis, MO, EUA), 2Q@M de cada dNTP, 1U KlenTag-LA
polymerasee 20 pmol deprimers especificos. As condicbes de amplificacdo foranatrgu
minutos a 95°C para desnaturacao inicial, segugd®2dciclos de um minuto de desnaturacao
a 93°C, um minuto de anelamento a 56°C, 13 mirdgasxtensdo a 72°C com acréscimos de

dez segundos a cada ciclo e 20 minutos finais tang&o a 72°C.

O produto de PCR, contendo a sequéncia completaimis recombinante, foi
utilizado para transcri¢da vitro. Para garantir uma otima qualidade do DNA, falizada a
purificagdo com fenol-cloroférmio e precipitacdarcetanol. Os produtos de PCR, que tém
na regido 5’ terminal a sequéncia para o promaotdniéfago T7, foram transcrit@s vitro
utilizando-se o kit T7 MEGAscript (AMBION, Fosterit¢g, CA, USA), com a adicado do

analogo 7-metil-guanina (cap), seguindo as recoagges do fabricante.
6.3.2 Transfec¢do do RNA viral em células BHK21 @letroporacao

Para a eletroporacéo de células BHK21 foram atlis: 10ug do RNA transcritan
vitro e 2 x 16 células BHK21 em 100l de cytomix (ANSARI et al., 2004). A eletroporagéo
foi realizada em cuvetas de 2 mm, seguindo as s@gutondi¢cdes: 1200V, 99 mili segundos,
dois pulsos, um segundo de intervalo entre os pkdetroporador ECM-830, BTX). Apés a
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eletroporagdo, as células foram mantidas em repaustemperatura ambiente por
aproximamente cinco minutos, antes de serem remsdisias em meio MEM completo e

distribuidas em frascos de cultura de 25.cm

6.3.3 Imunofluorescéncia indireta

As células eletroporadas com o RNA do virus foerompanhadas nos dias um a
quatro apos eletroporacdo, através da técnica deoinorescéncia indireta. Foram
utilizados anticorpos policlonais especificos p#saaivirus produzidos em camundongos
(fluido ascitico hiperimune anti-flavivirggupo B - Instituto Evando Chagas, Belém; diluicdo
1:100 em PBS pH 7,2) e anticorpos secundarioscantiindongo IgG conjugados com
isotiocianato de fluoresceindluprescein isothiocyanate FiTC) (SIGMA-ALDRICH, St
Louis, MO, EUA, diluicdo 1:100 em PBS pH 7,2). Aamuscopia imunofluorescénica foi
realizada utilizando-se o microscopio Leica DMI @B0

6.3.4 Mensuracao da atividade da enzima Luciferase

A expressdo do gene reporter GLuc foi mensuradacghulas transfectadas com o
RNA viral. O sobrenadante de células foi coletadoagaliacdo da expressao do gene reporter
foi mensurada com o kit comerciBioLux® Gaussia Luciferase Assay Kiiew England
BioLabs, Ipswich, Massachussetts), conforme asmeocdacdes do fabricante e para leitura

da luminescéncia utilizou-se o lumindmetdahras LB 940(Berthold).

6.4 Caracterizacéo fenotipica dos virus recombiresem cultivo celular

6.4.1 Infeccéo viral

Células BHK-21 foram infectadas com cada virusipecado a partir de cada clone do
virus recombinante a uma MOI (Multiplicity Of Infisan) de 1-3, em meio MEM contendo
5% de soro fetal bovino, até a sexta passagem. Apoperiodo de adsor¢cédo de 1 hora, o
in6culum foi removido e substituido com meio fresépds o aparecimento de efeito

citopatico os virus foram coletados, aliquotadosregelados a -8C.
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6.4.2. Ensaio de placa.

Células BHK-21 semeadas em placas de 6 pocos 2% lamtes do ensaio, foram
infectadas com diluicbes seriadas i 10°) de cada virus em teste. O YFV-17D, crescido
em células BHK-21, foi usado como controle positipds 1 hora de adsorcdo a°G7 o
inoculam foi removido, e as células foram cobectz® meio MEM contendo 1% de agarose
e 2% de soro fetal bovino. As células foram incalisad 37C, durante sete dias. Apés o
periodo de incubacéo, as placas foram reveladagéatida coloracdo com MT(T hiazolyl

Blue Tetrazolium Bromidea uma solucdo de 5mg/mL de MTT em PBS.

6.5 Caracterizacao genotipica do virus recombinaxteV-GLuc

6.5.1 Extracdo de RNA viral e sequenciamento

O RNA total de células infectadas com os virusipecados foi extraido através da
utilizacdo do kit RNAeasy (QIAGEN, Hilden, Germanggguido de uma reacdo de RT-PCR
utilizando-se o kit one-step RT-PCR (QIAGEN).

Os cDNAs produzidos foram entdo purificados asad® kit QIAquick PCR
purification (QIAGEN). As reacdes de sequénciamdotam realizadas através da utilizacao
do kit ABI BigDye terminator cycle sequencing (Aga Biosystems, Foster City, CA), e
posteriormente os produtos desta reacdo foramvidgslem um sequenciador ABI 3100
Genética Analyzer (Applied Biosystems, Foster CiW). As analises das sequéncias de

DNA foram feitas através do programa SeqMan (DNABI.).
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7 CONSIDERACOES ETICAS

O presente estudo ndo possui implicacbes éticagu@pmao envolve pesquisas em

seres humanos ou animais.
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8 RESULTADOS
8.1 Construcao e confirmacéo da construcao YFV-GLuc

Seis clones d8. cerevisiadkFY206 YFV-GLuc foram testados apos a recombinagéo
homdéloga e, confirmados como recombinantes peldifecapdo de produtos de PCR com o

padrdo esperado. Apos a extracdo do DNA plasmidedkevedura foram realizados dois

PCRs por clone (figura 11), que confirmaram a is&@tudo inserto (Gluc) (figura 12).

Figura 11 - Confirmagédo da construgéo do virus YFMsLuc por recombinagdo homéloga em levedura

Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: eletroforese em gel de agarose 1% dos predlgdCR. Os nimeros indicam os clones de YFV-GLam (@). M-
marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder. A -dBros de PCR de aproximadamente 900 pb; B - Prodet®CR de
aproximadamente 600 pb.

A escolha dos dois pares de primers (1. YFV-GLue-FFV-NS1-2502-R/ 2: YFV-
2375-F e YFV-GLuc) (quadro 2) para amplificar osdatos de PCR contendo a sequéncia
do inserto (GLuc), e do virus assegurou uma meadfiabilidade na confirmacdo da

recombinacdo homodloga e, assim, da construcéo, esquematizado na figura 13.



Figura 12 — Mapa dos plasmideos
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Nota: na imagem A — mapa do plasmideo pBSC-YFV-1APDenvlLinker. A seta destaca o fragmento do tep&tFP
que foi liberado para a construgdo do novo virua.ilagem B — plasmideo pBSC-YFV-GLuc-DenvlLinker doie
construido; a seta ressalta o fragmento GLuc ihseri

Figura 13 — Representagdo esquematica da organizac@endmica do virus YFV-GLuc e localizacdo dos priers

utilizados para a confirmagéo da constru¢éo
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Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: A — Representacao da localizagdo dos primaesamplificacdo do produto do PCR A, de aproximadiéen@00 pb. B

— Representacao da localizacdo dos primers pardfizagfio do produto do PCR B, de aproximadamente 600 p
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Quadro 2. Oligonucleotideos utilizados na confirmaio da constru¢éo do virus recombinante.

Nome doPrimer Sequéncia

YFV-GLuc-F GACCAGGGCTGTGCAATTAATTTCGGGGGCGCCATGGGAG
TCAAAGTTCTGTTTG

YFV-NS1-2502-R | TCTCCGCACTTGAGCTCTC

YFV-2375-P ACAAGAAACATGACAATGTCC
YFV-GLuc-R° CTCGGGCGGTTGCTTCGAACATTTTGGCGCCGTCACCACCEG
GCCCCCTTG

Fonte: Elaborada pela autora
Nota:® oligonucleotideos utilizados na PCRPApligonucleotideos utilizados na PCR B.

8.2 Recuperacdo da particula viral e caracterizagdenotipica in vitro do virus

recombinante

8.2.1 Recuperacao da particula viral

Uma vez confirmada a construgdo do virus recombénguatro clones recombinantes
(1, 2, 3 e 4) foram selecionados aleatoriamenta paransfeccao celular e recuperacao da
particula viral. Para isso, foi realizada a amgdifido do genoma completo destes clones por
PCR (Figura 14 A), seguida por transcrigdwitro (figura 14 B)e eletroporacao de células
BHK-21, como descrito anteriormente na secdo dehéas e Métodos.

Dos quatro clones, cujos RNA sintetizadiowitro foram usados para transfeccéo de
células BHK-21, apenas os dois clones (#3 e #4arger particulas infecciosas, sendo
observado o efeito citopatico em células transtiastgdados ndo mostrados) e aumento da

bioluminescéncia de GLuc, como mostrado na fighta 1
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Figura 14 — Amplificacdo completa do genoma e proado de RNA sintetizadosn vitro

Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: A — Amplificagdo do genoma completo dos quatones. M indica marcador de peso molecular ldanibNA — hind
Ill; e os nimeros indicam os clones 1, 2, 3, 4. BNA transcritosin vitro dos virus YFV-GLuc; os nameros indicam os
clones.

Figura 15 — Mensuracéo da atividade d&aussialLuciferase dos quatro clones.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: avaliacdo da expressdo do gene repért&@admsial uciferase dos virus recombinantes YFV-Gluc cléng, 3 e 4,
em relagdo ao controle negativo (células BHK-21 mfectadas), mensurada uma vez em 48, 72, 96 eh@lfs pds
infecgéo.

8.2.2 Infeccéo viral

Apés o aparecimento de efeito citopatico dos #3#4e nas células BHK-21

transfectadas, o sobrenadante clarificado da euftirutilizado como inoculo para infectar

novas células. Apés trés sucessivas passagenssdeisas, foi realizado o ensaio de
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imunofluorescéncia indireta (IFA) para observacaocdpacidade de infeccdo desses virus
(figura 16), sendo observado fluorescéncia positioa clones 3 e 4, e no controle positivo
(YFV-17D).

Figura 16 - Imunofluorescéncia indireta (IFl) em céulas BHK21 infectadas pelo virus YFV-Gluc clones & 4, na

terceira passagem

Fonte: Elaborada pela autora.
Nota: Ensaio de imunoflorescéncia indireta reabizadm os anticorpos primarios de fluido asciticpetimune anti-

Flavivirus grupo B e anticorpos secundarios anti-camundongoctyugados com FiTC. A — YFV-Gluc #3; B- YFV-Gluc
#4; C — Controle positivo (virus YFV-17D); D — Caole negativo (células BHK-21).

8.2.3 Ensaio de placa

A avaliacado da morfologia das placas formadas efeibo citopatico dos clones 3 e 4
dos virus recombinantes reporteres em relacdo acs wiacinal (YFV-17D), mostrou
semelhanca no formato das placas, no entanto, anteondas placas formadas pelos virus
recombinantes, foi menor que o vacinal, como eslpef@igura 17). O YFV-17D apresentou

tamanho de 9 mm, ja os clones 3 e 4 apresentasfirbm, respectivamente.

8.2.4 Mensuracgao da atividade@aussialLuciferase

Durante a terceira passagem do virus em céldasmdnsurada a expressdo do gene
reporterGaussialuciferase, e comparada ao controle negativo lgiéo-infectadas), como
observado na figura 18. Apos 48 horas de infecgaames 3 e 4 demonstraram um aumento
de 4935 e 8822 vezes da bioluminescéncia em &eelago controle negativo,

respectivamente. Em 72 horas, o clone 4 apresent@is bastante elevados de expresséo,
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que diminuiram apds 96 horas poés-infeccdo, prowesreie devido & morte das células
infectadas. Ja o clone 3, apresentou maior exregsas 96 horas de infeccdo, que pode ser

decorrente de um titulo viral menor que o clone 4.

Figura 17 — Caracterizacao fenotipica dos virus r@mbinantes por ensaio de placa.

Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: A) Ensaio de placa do YFV-17D (controle pisit & diluicdo de 19 medindo aproximadamente 9mm; B) Ensaio de
placa do YFV-Gluc #3 & diluigdo de.@nedindo aproximadamente 5mm; C) Ensaio de placéFibGluc #4 a diluicéo de
10*, medindo aproximadamente 6mm.

Na sexta passagem, a expressao do reporter faumaela com o objetivo de avaliar
se o reporter continuava sendo expresso nessagpassapos 72 horas de infecgdo. Para os

dois clones, o reporter continuava sendo expressexta passagem (Figura 19).

Figura 18 — Mensuragédo da atividade d&aussialLuciferase dos virus recombinantes na passagem trés
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Fonte: Elaborada pela autora
Nota: avaliacdo da expressdo do gene reporté&aissialLuciferase do virus recombinantes YFV-Gluc clone 8, em
relacdo ao controle negativo (células BHK-21 naedt#das), mensurada uma vez em 48, 72 e 96 haasfedcdo.
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Figura 19 — Mensuracdo da atividade de&saussialuciferase dos virus recombinantes na sexta passageapos 72
horas de infeccao.
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Fonte: Elaborada pela autora

Nota: avaliacdo da expressdo do gene repért@adasialLuciferase do virus recombinantes YFV-Gluc clore48 na sexta
passagem, ap6s 72horas de infecgdo. Dados apdsemia relacdo a média dos valores de duas leiwmaelacdo ao
controle negativo (células BHK-21 néo infectadas).

8.3 Caracterizacéo genotipica do virus recombinasteV-GLuc

Para analisar a estabilidade dos virus recomldaardnstruidos, pela manutencéo do
gene repérter GLuc, foi realizada RT-PCR dos cléhes4 da terceira, quarta, quinta e sexta
passagem, utilizando o par de primers YFV-GLuc-FV-NS1-2502-R, previamente
utilizado na confirmacédo da construcdo, o qual dm@lum fragmento de 900 pb. Como
demostrado na imagem 20, os clones 3 e 4 mantiversenido em seu genoma 0 gene

reporter até a passagem seis.
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Figura 20 — RT-PCR dos clones 3 e 4, durante a t@ica, quarta, quinta e sexta passagem

#3 #4

M p.3 p.4 p.5 p.6 p.3 pd p5 pb6 C-

900 p

Fonte: Elaborada pela autora
Nota: eletroforese em gel de agarose a 1%. Os <ldes 4 apresentaram amplicons do tamanho espetado
aproximadamente 900p b (seta)
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9 DISCUSSAO

A genética reversa viral € uma ferramenta podgrasa estudo de replicacdo viral em
virus RNA polaridade positiva, como os flavivird3.uso desse sistema tem facilitado o
entendimento da biologia molecular dos flaviviraemo de replicagdo e patogénese e
também o desenvolvimento de vacinas atenuadaswraiat(PU et al., 2011). Por isso, nos

apropriamos desta técnica para a manipulacéao gardivirus da febre amarela.

Neste trabalho foi descrita a construcdo de aanaatdo de um virus recombinante
reporter de FA (YFV-Gluc), baseada na estratégagsta por Bonaldo et al. (2007). Através
deste método, fomos capazes de expressar umanaroggiorter bioluminescente, inserindo-a
na regiao entre os genes das proteinas E e NS1.

A principal dificuldade na manipulacdo do genoneafldvivirus € a instabilidade
gerada pela clonagem em sistemas procariotos,as padem resultar em muitas mutacoes
indesejaveis (POLO et al., 1997). Apesar dissotasutonstrucdes de virus reporteres sao
realizadas utilizando a técnica de digestdo e digag vitro para a clonagem, como as
descritas para DENV2 (ZOU et al.,, 2011), WNV (DEAS al., 2005) e YFV-GFP
(BONALDO et al, 2007), YFV-LASV (BREDENBEEK et al2006). Para evitar uma
possivel instabilidade do genoma, utilizamos nastagdo do YFV-Gluc a técnica de
recombinacdo homologa em levedura, que consistelamagem de fragmentos de DNA
lineares que contém sequencias homélogas em stramadades, em sistema de leveduras
Saccharomyces cerevisjadinhagem RFY-206. Através da recombinacdo honalog
conseguimos substituir o gene reporter YFP pel@dac. Essa construcdo foi confirmada
através de duas PCRs que amplificaram fragment@sqmafirmar o inserto (figura 10). A
escolha de oligonucleotideos foi importante panmeniar a confiangca na confirmacdo da

construcao, e observagéo da inclusao do inserto.

As principais vantagens da técnica de recombinhg&wloga em relacdo a técnica de
digestao e ligacam vitro € que a primeira permite recombinar multiplosrimagtos de DNA
sem a necessidade de multiplas reacfes de amgiificaligacédo, diminuindo assim o tempo
gasto nessas reagdes. A recombinacdo ndo depemnidesitos de restricdo e ligacdo, como
sitios especificos para determinadas enzimas; disso, € um método robusto, eficiente e

simples de se executar e, apesar de necessitap terais longo devido a baixa taxa de
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crescimento da levedura, o tempo requerido parardpulacdo € minimo (SHANKS et al.,
2009). Estas vantagens ja foram reconhecidas posoautores, que se apropriaram da
técnica de recombinacdo homodloga em levedura panatrair clones infecciosos com
sucesso (GIBSON, 2009; POLO et al., 1997; QUEIRZIA,1; SANTOS, 2010).

A insercdo de genes reporteres tem contribuid® @aavancos nas diversas areas da
biotecnologia (TANNOUS et al., 2005), j& que estegOrteres sdo genes com fendtipos
facilmente mensuraveis e geralmente sdo selecisrmamn base na sensibilidade, a dindmica
e confianca do ensaio (ALAM; COOK, 1990).

A introducédo de um gene reporter € um passo imp@tpara o desenvolvimento de
vetores para terapia génica, porque esses genempsat substituidos por outros genes de
interesse, na triagem de drogas e também pararralatidades de replicagdo viral em curto
periodo de tempo (TANNOUS et al, 2005). Um genpérer ideal ndo deve ser
endogenamente expresso na ceélula de interesse, seevpassivel de ensaios sensiveis,
quantitativos, rapidos, faceis, reprodutiveis eusegy Portanto, esses reporteres tém sido
largamente empregados em construcdes de clonestioges (BONALDO et al., 2007;
QUEIROZ, 2011; YUN et al, 2003; ZOU et al, 201Ieplicons (ALCARAZ-ESTRADA et
al., 2010; JONES; PATKAR; KUHN, 2005; MOSIMANN et.,a2010; NG et al., 2007;
OLIVEIRA, 2011), com o objetivo de facilitar a conegnsao de virais e desenvolvimento de

tecnologias para prevencéo e tratamento de divdosag;as.

A escolha da GLuc para a construcdo deste vingmanante se deve as vantagens
que ela tem em relacdo as outras luciferases, @Renilla utilizada na construcdo dos
clones infecciosos de DENV2 (ZOU et al.,, 2011) eVdNV (DEAS et al., 2005), e no
replicon de DENV4 (ALCARAZ-ESTRADA et al., 2010)eim como aFirefly luciferase,
utilizada na construcdes de replicon do YFV (OLIRE|l 2011). As principais vantagens
séo: é a menor luciferase conhecida, melhorandm assestabilidade dos virus construidos;
(TANNOUS et al., 2005), € uma proteina naturalmeetgetada e assim, sua deteccao é feita
por um simples ensaio com o sobrenadante de culttaar, sem a necessidade de lise
celular, além disso, apresenta a maior sensib#idihtre as luciferases, chegando a ser 1000
vezes mais sensivel (TANNOUS, 2009). Em comparasgwoteinas reporteres fluorescentes
utilizadas nas construgbes de clones infecciososijocYFP (QUEIROZ, 2011) e GFP

(BONALDO et al.,2007), as proteinas bioluminescerdemo as luciferases sao preferidas
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porque apresentam elevada sensibilidade, a angliske ser feita rapidamente e a
quantificacao é exata (PROMEGA, 2011), diferindesdbjetividade apresentada nas leituras

das proteinas fluorescentes.

A estratégia proposta por Bonaldo et al. (200#izatla neste trabalho, considera a
presenca de regides funcionais entre os genes rmsinas E e NS1, para o correto
processamento da poliproteina precursora, alénodsecvacdo de aa que flanqueiam essa
regido intergéncia. Essa estratégia tem como wbjetiprocessamento adequado, tanto nas
proteinas virais, quanto nas proteinas heterologas|tando em uma melhor viabilidade na
recuperacdo de particulas recombinantes infecgiosasmo apds a insercdo de sequéncias
exdgenas. Por isso, foi construido o virus recoarti;nde FA expressando o gene reporter da
GLuc (YFV-GLuc), a partir do virus recombinante eaitrmente desenvolvido em nosso

laboratorio que também foi construido a partirétanica proposta pelo autor.

Durante a terceira passagem do virus em cultikdacdoi feita IFA, ensaio de placa e
sequenciamento. No sequenciamento, o inserto gstasante nesta passagem, indicando que
ambos os clones mantinham o gene reporter. Na BsAclones 3 e 4 apresentaram
fluorescéncia positiva, quando comparada a fluéresa do YFV-17D, mostrando que o
virus repoérter permanecia estavel e que continudgeatando novas células, ou seja, que a

insercao nao prejudicou a infeccao viral.

Na estratégia proposta por Bonaldo et al. (20§7g,também foi utilizada por Queiroz
(2011), a insercdo de genes heterdlogos na ORHrds, \possibilitou a geracdo de virus
estaveis até longas passagens, 0 que ndo podessevarlo nas constru¢cdes do WNV (DEAS
et al., 2005) e do JEV (YUN et al., 2003), queizalvam como sequéncia sinal para traducao
do repérter o IRES (Internal Ribosomal Entry S#iéio interno de entrada ribossomal), que
foi clonado 3’'UTR do genoma viral, os quais os ¥ireporteres nao foram estaveis e os
genes reporteres foram deletados ap6s uma ou dgaagens em cultivo celular (DEAS et
al., 2005). Ja na estratégia proposta por Zou €2@11), o gene repérter &enillaluciferase

foi inserido na ORF viral, e o virus foi estave} atquinta passagem.

Ainda em relacdo a caracterizacdo fenotipicardalizado ensaio de placa na terceira
passagem do virus em células BHK-21. As placasvitas recombinantes se apresentaram

menores que o virus parental (figura 17), indicama@ atenuacdo em relacdo ao virus YFV-
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17D utilizado como controle, possivelmente devidoindercdo do gene heterdlogo
(QUEIROZ, 2011; ZOU et al., 2011).

A caracterizagdo através da mensuracdo da atevidiadferase foi realizada na
terceira (figura 18) e na sexta passagem (figuna ABm da mensuracdo da GLuc , foi
realizada RT-PCR das passagens trés, quatro, eisets (figura 20). Os resultados obtidos
na mensuracdo da bioluminescéncia da GLuc, e aifemagho de todos os fragmentos no
tamanho esperado, mostram que os dois clones ganticom 0s genes reporteres inseridos
em seu genoma até a sexta passagem, e que estexzsendo expresso na sexta passagem.

Isso demonstra que o virus permanece viavel easttiva passagem viral analisada.

Segundo Franco et al. (2010), a estabilidade da k€ombinante avaliada vitro
pode ser correlacionada a estabilidadeivo. Para fins vacinais, a avaliagdo da infec¢do dos
virus construidos até a décima passagem em cukibar, aparentemente é suficiente para
assegurar a estabilidade genética de construcdesbenantes do YFV e seguranca destes
construidos para utilizagdo como vetores virais YGU al., 2010). No virus construido por
Bonaldo et al. (2007) que apresentava o reportét, @restabilidade permaneceu até décima
passagem, e o virus YFV-YFP-DENVl1Linker, construjslor Queiroz (2011), o virus
permaneceu estavel até a 15° passagem. Ja naucanstie um virus DENV2 utilizado para
triagem de antivirais, a estabilidade foi avaliati a quinta passagem e o virus permaneceu

estavel e com reporter inserido até a passagensaaa(ZOU et al., 2011).

Concernente a aplicabilidade do trabalho deserdmlesta construcdo devera ser util
para estudos de biologia viral, triagem de drog#srieais e de estudos de competéncia
vetorial in vivo. Para triagem de drogas antivirasistem alguns ensaios descritos, como 0s
tradicionais que se baseiam na capacidade de aoibid@g replicacdo viral, podendo ser
observado na inibicdo do efeito citopatico em wealtcelular quantificado por ensaios de
placas, ou pela avaliacdo da replicacdo por RT-ROBBLE et al., 2010); construcdo de
particulas semelhantes a virus (ViMRus like particle¢ (QING et al., 2010), e replicons (NG
et al., 2007).

Em estudos com replicon, células sdo transfecteni@msRNA subgendmico, ausente
das proteinas estruturais. Em estudos com VLPsgéadas sdo co-transfectadas com

replicons (com as proteinas estruturais deletadas)n vetor de expressado de proteinas
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estruturais. As principais desvantagens dos estudadicionais que sé&o demorados,
laboriosos, e ndo quantificam a replicacdo de falireta (NOBLE et al., 2010). Em relagéo
ao replicon, a técnica € limitada para triagem mtevigais que inibem a replicacédo do virus,
porque como as proteinas estruturais sdo deletadasys ndo forma particula infecciosa,
atrapalhando a triagem de compostos que inibemtraden montagem e liberacdo viral
(NOBLE et al.,, 2010; ZOU et al., 2011). J4 em réta@os VLPs, a técnica consegue

identificar antivirais com atividade inibidora dateada e replicacdo viral (ZOU et al., 2011).

Diante do exposto, a construcao sera importarte geiudos de triagem de antivirais,
porque como é um virus sem delecédo de nenhumanaptecapaz de identificar compostos
com atividades de inibicao de qualquer fase dm ael vida viral; para estudos de biologia
viral, porque todo ciclo de viral pode ser analisagl de estudos de competéncia vetorial,
porque contém inserido em seu genoma um gene eegadimente mensuravel, resistente,

com alta sensibilidade, que sera util para a megaorda replicacao viral.
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10 CONCLUSAO

No presente estudo descrevemos a construcao aecaracado do virus recombinante
YFV-GLuc, que expressa o gene reporter da GLudizaido a técnica de recombinacao
homéloga em levedura. Esse sistema teve como bssksétuicdo do reporter YFP de um
virus reporter previamente construido em nossadafio, pelo gene repdrter de interesse.

Na estratégia utilizada, o gene GLuc foi inseedtre os genes das proteinas E e NS1
do genoma do YFV, gerando dois de virus recombasa(FV-GLuc #3 e YFV-GLuc #4)
gue permaneceram estaveis até a sexta passageuitiem eelular. Esses virus recuperados
foram capazes de formar efeito citopatico em anltelular e, em ensaio de placa, o0s virus
construidos apresentaram morfologia semelhante arengal, porém, suas placas
apresentaram tamanhos menores, quando comparagougoYFV-17D, mostrando uma

possivel atenuacdo em relagcéo ao virus parentab esperado.
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11 PERSPECTIVAS

Baseado nos resultados obtidos sera importantéamea estabilidade desses virus
recombinantes até longas passagens em cultivo aceld também caracteriza-los
fenotipicamente por ensaio de placa nessas passages altas. Posteriormente, determinar a
curva de crescimento desses virus, a qual ird dernienportantes dados na caracterizacao
destes virus recuperados, e avaliacdo da posaitdlidie utiliza-los como vetor viral para

desenvolvimento de vacinas.

A construcéo destes virus também serd importante gstudos de desenvolvimento e

triagem de drogas antivirais, e de competénciaiabto
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