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RESUMO 

 

TESE DE DOUTORADO 

 

Nathália Dias Furtado 

A febre amarela é uma arbovirose com altas taxas de mortalidade, que ocasiona surtos esporádicos na África e na 

América do Sul. O vírus da febre amarela (Yellow fever virus – YFV) responsável pela disseminação da doença 

no Brasil desde a virada do século, pertence a uma sub-linhagem moderna do genótipo sul-americano I, a sub-

linhagem 1E. A partir de 2015, foi detectado um conjunto de nove marcadores genéticos no YFV, que ocasionou 

em 2017 e 2018 um surto sem precedentes, desde o início da vacinação. Esses marcadores representam uma 

assinatura molecular inédita, considerando todas as sequências do vírus disponíveis em domínio público. Das nove 

substituições, oito estão localizadas nas proteínas NS3 e NS5. A localização por modelagem tridimensional de 

NS3 e NS5 sugeriu que tais alterações poderiam influenciar nas funcionalidades destas proteínas, e talvez, 

desempenhar algum papel de adaptação aos hospedeiros. Este trabalho propõe estudar o efeito das alterações 

genéticas nas proteínas NS3 e NS5 em diferentes aspectos biológicos do ciclo replicativo viral: na infecção viral 

em culturas celulares e em camundongos; na modulação da resposta antiviral por interferon do tipo I (IFN-I); e na 

atividade enzimática do domínio MTase da proteína NS5.  

Em uma primeira análise, avaliou-se o papel na infecção viral de quatro vírus isolados de primatas não humanos, 

dois carreando a assinatura molecular. Estes vírus foram comparados quanto à capacidade de infectar células de 

mosquitos e de mamíferos, e quanto à neurovirulência em camundongos. Observamos que os fenótipos 

apresentados pelos vírus isolados eram resultado de múltiplos fatores genéticos adicionais, e não estavam 

relacionados à assinatura molecular, permitindo a identificação de potenciais marcadores de virulência.  

Em uma segunda abordagem, foram sintetizados cinco YFV a partir do isolado selvagem ES-504 de 2017, com 

diferentes composições genéticas em relação aos marcadores nas proteínas NS3 e NS5. A administração viral 

intracerebral em camundongos evidenciou que animais inoculados com os vírus sintéticos não apresentaram 

diferenças em relação aos indicadores de neurovirulência, enquanto os animais inoculados com os isolados virais 

divergiram neste parâmetro. Os YFV sintéticos ainda foram avaliados quanto à infectividade em camundongos 

susceptíveis AG129, e os resultados mostraram que os marcadores na proteína NS3 não ocasionaram diferenças 

em infectividade, enquanto os marcadores da assinatura molecular na proteína NS5 resultaram em atenuação viral. 

Portanto, os resultados obtidos indicam que os marcadores presentes na proteína NS5 podem ser os principais 

envolvidos na modulação de virulência viral.  

A caracterização da atividade enzimática da proteína NS5 MTase foi avaliada comparando a proteína NS5 do surto 

2017-2019 com uma variante enzimática de YFV circulante nos anos 2000s. A cinética enzimática e os ensaios de 

inibição sugerem que a proteína do YFV 2017-2019 tem afinidade menor pelo doador de metila que a proteína 

presente nos vírus do recente surto, indicando que estas alterações podem interferir na conformação do sítio de 

ligação a este substrato. Porém, o impacto estrutural das substituições não influenciou na replicação viral em 

modelo celular, nem na neurovirulência em camundongos. Por fim, os resultados em modelo celular de resistência 

à tratamento com IFN- I mostraram que os marcadores no domínio MTase influenciam no aumento da 

sensibilidade a resposta imune mediada por esta citocina.  

Os resultados obtidos neste projeto sugerem que a assinatura molecular do YFV 2016-2019 nas proteínas NS3 e 

NS5 representam marcadores do YFV que modulam replicação e virulência em modelo celular e murino. Estes 

resultados contribuíram para o melhor entendimento das bases biológicas da infecção viral e patogênese do YFV 

circulante no Brasil desde 2015.
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ABSTRACT 

 

TESE DE DOUTORADO 

 

Nathália Dias Furtado 

Yellow fever is an arbovirus with high mortality rates, which causes sporadic outbreaks in Africa and South 

America. The yellow fever virus (YFV) that is responsible for the spread of the disease in Brazil since the turn of 

the century belongs to a modern sublineage of the South American genotype I, sublineage 1E. As of 2015, a set of 

nine genetic markers was detected in the YFV, which caused an unprecedented outbreak, since the beginning of 

vaccination, in 2017 and 2018. These markers represent a molecular signature, considering all virus sequences 

available in the public domain. Of the nine substitutions, eight are located in the NS3 and NS5 proteins. The 

localization by three-dimensional modeling of NS3 and NS5 suggested that such alterations could influence the 

functionalities of these proteins, and perhaps, play some role in host adaptation. This work proposes to study the 

effect of genetic alterations in NS3 and NS5 proteins on different biological aspects of the viral replicative cycle: 

on viral infection in cell cultures and in mice; in the modulation of the antiviral response by type I interferon (IFN-

I); and on the enzymatic activity of the NS5 protein MTase domain. 

In a first analysis, the role in viral infection of four viruses isolated from non-human primates was evaluated, two 

of which carried the molecular signature. These viruses were compared for their ability to infect mosquito and 

mammalian cells, and for neurovirulence in mice. We observed that the phenotypes presented by the isolated 

viruses were the result of multiple additional genetic factors, and were not related to the molecular signature, 

allowing the identification of potential virulence markers.  

In a second approach, five YFV were synthesized from the wildtype YFV ES-504 of 2017, with different genetic 

compositions in relation to the markers in the NS3 and NS5 proteins. Intracerebral viral administration in mice 

showed that animals inoculated with synthetic viruses did not differ in terms of neurovirulence indicators, while 

animals inoculated with viral isolates differed in this parameter. The synthetic YFV were further evaluated for 

infectivity in susceptible AG129 mice, and the results showed that markers in the NS3 protein did not cause 

differences in infectivity, while molecular signature markers in the NS5 protein resulted in viral attenuation. 

Therefore, the results obtained indicate that the markers present in the NS5 protein may be the main ones involved 

in the modulation of viral virulence.  

The characterization of the enzymatic activity of the NS5 MTase protein was evaluated by comparing the NS5 

protein from the 2017-2019 outbreak with an enzymatic variant of YFV circulating in the 2000s. Enzymatic 

kinetics and inhibition assays suggest that the YFV 2017-2019 protein has a lower affinity for the methyl donor 

than the protein present in the recent outbreak viruses, indicating that these changes may interfere with the 

conformation of the binding site for this substrate. However, the structural impact of substitutions did not influence 

viral replication in a cell model, nor neurovirulence in mice. Finally, the results in a cellular model of resistance 

to treatment with IFN-I showed that markers in the MTase domain influence the increase in sensitivity to the 

immune response mediated by this cytokine. 

The results obtained in this project suggest that the YFV 2016-2019 molecular signature in the NS3 and NS5 

proteins represent YFV markers that modulate replication and virulence in a cellular and murine model. These 

results contributed to a better understanding of the biological bases of viral infection and pathogenesis of YFV 

circulating in Brazil since 2015. 
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Lista de Abreviações 

 

 

C: proteína de capsídeo 

E: proteína de envelope 

GTase: guanililtransferase 

IFN-I: interferon do tipo I 

IHS: sequência interna hidrofóbica (do inglês, internal hidrofobic sequence) 

JEV: vírus da encefalite japonesa (Japanese encephalitis virus) 

mRNA: RNA mensageiro 

MTase: metiltransferase 

NS: proteína não estrutural 

NS3pro: domínio protease da proteína NS3 

NS3hel: domínio helicase da proteína NS3 

NTP: nucleosídeo trifosfato 

NTPase: nucleosídeo trifosfatase 

ORF: quadro aberto de leitura (do inglês, Open Reading Frame) 

prM: proteína precursora de membrana e proteína de membrana 

RdRp: RNA polimerase dependente de RNA (do inglês, RNA-dependent RNA polymerase) 

RE: retículo endoplasmático 

RTPase: RNA trifosfatase 

RYF: regiões repetitivas na região não traduzida 3’ do vírus da febre amarela 

PNH: primata não humano 

SA-I: genótipo Sul-americano I 

SAH: S-adenosil-L-homocisteína 

SAM: S-adenosil-L-metionina 

TBEV: vírus da encefalite transmitido por carrapatos (Tick-borne encephalitis virus) 

UTR: região não traduzida do genoma (do inglês, untranslated region) 

WNV: vírus do Oeste do Nilo (West Nile virus) 

YFV: vírus da febre amarela (Yellow fever virus) 

ZIKV: Zika vírus 
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1 Introdução 

 

1.1 A descoberta e a origem da Febre Amarela 

A origem da febre amarela foi amplamente debatida, e até os anos 1990 não se tinha um 

conceito unânime sobre o local e data de origem da doença. Três teorias foram difundidas ao 

longo dos séculos XVI a XX: a) a teoria da origem americana, a mais aceita inicialmente pelo 

fato de os primeiros relatos terem sido referentes a epidemias nas colônias espanholas do Novo 

Mundo; b) a teoria da origem africana, introduzida por Sir William Pym em 1815 na suas 

observações durante um surto em Bula (Guiné-Bissau), onde destaca que a febre amarela era 

endêmica e sempre existiu no continente africano; e c) teoria da origem asiática, reportada por 

um escritor desconhecido na antiga cidade de Esmirna da Asia Menor, e reforçada após um 

surto na ilha Martinica causado na chegada de um navio vindo de Sião (Tailândia) (1, 2). Todas 

as três teorias foram debatidas com diferentes e convincentes argumentos favoráveis e 

contrários. Atualmente, as evidências baseadas em epidemiologia molecular demonstram que a 

doença teve sua origem no continente africano (3).  

O primeiro relato nas Américas reconhecido da febre amarela ocorreu na ilha de 

Guadalupe em 1635, descrita pelo jesuíta Raymond Breton. Houve surtos subsequentes nos 

anos de 1640, quando a doença era conhecida como Poulicantina pelos nativos, e 1648, ano no 

qual também emergiu em Yucatan, no México. Neste último local, o frei Diego Lopez de 

Cogolludo descreve a doença tão detalhadamente que é possível distinguir as fases da febre 

amarela, incluindo a fase de infecção, o período de remissão e a fase de intoxicação (1, 4). 

Entretanto, a primeira vez que a doença foi descrita e nomeada de febre amarela ocorreu em 

1694 por Ferreira da Rosa, quando ele publicou o seu tratado sobre as “doenças pestilentas de 

Pernambuco” (2).  

Assim como as teorias da origem da febre amarela, a etiologia da doença foi proposta 

por diversas outras teorias de acordo com o momento do conhecimento científico no qual era 

analisada e com o desenvolvimento da medicina contemporânea, variando da possibilidade de 

ser uma doença respiratória, bacteriana ou fúngica, e até mesmo a teoria de que seria um “agente 

semiaquático” que se disseminava pelas correntes do Golfo do México (2, 5). A descoberta do 

agente etiológico em si, o “germe da febre amarela”, ocorreu somente após a mais importante 

descoberta da virada do século XX, que é o método de transmissão da doença. Em 1881, Carlos 

Finlay de Cuba trouxe à Academia de Ciências Médicas, Físicas e Naturais de Havana a teoria 

de que a febre amarela é transmitida pela picada de um mosquito, especificamente da espécie 
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Culex quinquefasciatus, teoria essa que não foi bem aceita pelos cientistas contemporâneos (6, 

7).  

Com o Tratado de Paris em 1898, a Espanha renunciou às terras descobertas por 

Colombo, e o governo militar dos Estados Unidos se estabeleceu em Cuba, tendo como um dos 

objetivos mais importantes, eliminar a fonte de febre amarela. Naquele momento, Cuba detinha 

uma produção de açúcar de grande interesse comercial dos Estados Unidos. Portanto, o novo 

governo instaurou em maio de 1900 uma Comissão de Saúde (Yellow Fever Comission; the U. 

S. Army Comission) chefiada pelo major e cirurgião Walter Reed para a descoberta de métodos 

de combate às epidemias de febre amarela (6, 8, 9). A partir de então, os estudos de Finlay 

foram revisitados e a teoria confirmada pelos experimentos subsequentes da comissão de Walter 

Reed. Finalmente, em fevereiro de 1901 os resultados conclusivos foram divulgados no 

Congresso Pan-Americano realizado em Havana (8). Esta descoberta promoveu ações de 

prevenção através do controle de reprodução e disseminação do mosquito vetor, o que eliminou 

a doença nos Estados Unidos e em diversos países da América Central e do Sul (10). Em 1908, 

o sucesso da estratégia foi tão reconhecido que o ex-secretário de saúde do estado de Louisiana, 

nos Estados Unidos, afirmou ser de pouca contribuição que a ciência avançasse no estudo do 

agente causador da febre amarela. Segundo ele, em termos práticos, todo o conhecimento do 

modo de transmissão, somado às ações de combate ao mosquito vetor, eliminaria 

completamente as temidas e devastadoras epidemias de febre amarela (6). 

No Brasil, a estratégia foi amplamente desenvolvida durante o governo do presidente 

Rodrigues Alves, sob a direção de Oswaldo Cruz, eliminando completamente os casos de febre 

amarela no Rio de Janeiro entre 1903 e 1909, e mais tarde, na cidade Belém, onde as medidas 

de combate ao mosquito vetor extinguiram a doença em seis meses, em 1910 (10). Essas 

medidas profiláticas, no entanto, não foram suficientes para eliminar completamente os surtos 

de febre amarela na América do Sul e no continente africano. Algumas observações sobre a 

ocorrência de febre amarela em regiões de mata, onde o “mosquito rajado” não era encontrado, 

foram consideradas, por muito tempo, ocorrências excepcionais. Em 1932, no estado do 

Espírito Santo, foi registrado um óbito suspeito da doença, na cidade de Santa Teresa, localizada 

a 600 m de altitude, onde não foram encontrados mosquitos da espécie transmissora. A partir 

de então, investigações sobre a presença da doença em localidades semelhantes e em 

populações indígenas habitantes de matas selvagens revelaram que a febre amarela se apresenta 

em uma forma silvestre também e que pode ser transmitida por mosquitos de outras espécies, 

cujo habitat não é urbano, e sim, silvestre (11). 

Diante disso, novas medidas profiláticas deveriam ser elaboradas. Nesse sentido, as 

descobertas sobre o agente etiológico iniciadas pela comissão dirigida por Walter Reed no final 
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de 1901 foram de grande valia. As experiências conduzidas por James Carroll, na época, 

indicaram que um agente filtrável, ou seja, um vírus, é causador da febre amarela (8). Desses 

fatos, foram inicialmente desenvolvidas técnicas de estudo sobre imunidade adquirida após 

restabelecimento do indivíduo acometido pela infecção utilizando macacos, e posteriormente 

camundongos. Também se abriu uma porta para a vigilância epidemiológica através da “prova 

de neutralização”, onde se determinava a porcentagem de uma população com imunidade 

adquirida contra a febre amarela, indicando ocorrências prévias e silenciosas da doença naquela 

localidade (11, 12).  

Nos anos 1930, os esforços foram redirecionados para o desenvolvimento de um 

imunizante que fosse eficiente e capaz de prevenir a população contra os flagelos da febre 

amarela, complementar ao controle do mosquito vetor nas cidades, para a erradicação da doença 

(13). Em 1927, o vírus da febre amarela (Yellow fever virus, YFV) foi isolado do sangue de um 

paciente de Gana com infecção leve, de nome Asibi, por Adrian Stokes, que contraiu 

posteriormente a forma letal da doença enquanto desenvolvia estudos sobre a febre amarela em 

macacos Rhesus (14-16). Uma década depois, Max Theiler divulgou o desenvolvimento de uma 

cepa do YFV que foi atenuada através de diversas passagens em camundongos, seguidas de 

passagens em embrião de galinha sem sistema nervoso central, sendo denominada cepa 17D, 

para imunização de humanos (13, 17). A atenuação viral da cepa 17D é caracterizada pela perda 

de viscerotropismo e neurotropismo. As vacinas utilizadas atualmente são as cepas derivadas 

da 17D: (i) 17D-204, fabricada na França e no Senegal, (ii) 17D-213 produzida na Rússia, e 

(iii) 17DD, fabricada no Brasil. Estas cepas diferem minimamente na sequência genômica, mas 

não na capacidade de indução de resposta imune protetora e ainda controlam surtos de febre 

amarela na África, onde há maior ocorrência, e na América do Sul (18, 19). Diante de tantos 

avanços no controle e na prevenção, no final do século XX o status da febre amarela foi alterado 

de uma grande ameaça para uma doença negligenciada (20).  

No final dos anos 1960, já haviam sido feitos diversos avanços com relação à estrutura 

de ácidos nucleicos, a partir dos quais se desenvolveram técnicas de análise de RNA viral (21, 

22). No início dos anos 1970, foi desenvolvida a técnica de RNA fingerprinting que viria a ser 

utilizada como ferramenta de análise de homologia entre cepas do YFV nos anos 1980. Com 

essa técnica foi possível analisar as características de cepas virais presentes na África, assim 

como confirmar que o RNA genômico de cepas americanas tem propriedades estruturais 

similares e são diferentes das cepas africanas (23, 24). Em 1987, o genoma completo do YFV, 

da cepa Asibi e da cepa vacinal 17D-204, foi sequenciado pelo grupo norte-americano liderado 

pelo Dr. Charles M. Rice, desvendando os determinantes moleculares que ocasionaram a 

atenuação viral (25). Dentre os membros do grupo do Dr. Charles Rice estava o Dr. Ricardo 



 

4 
 

Galler, cuja contribuição foi fundamental na elucidação da composição genômica e 

variabilidade entre as cepas vacinais do vírus da febre amarela, incluindo a caracterização da 

cepa 17DD, fabricada e distribuída no Brasil (26-28). O sequenciamento genômico do YFV 

abriu portas para a comparação de diferentes cepas virais, o que culminaria na confirmação, 

enfim, do local de origem da doença.  

A primeira comparação de genomas do YFV, e agrupamento de acordo com a 

similaridade genética, foi realizada em 1994, com sequências parciais de vinte e uma cepas 

virais, das quais vinte eram provenientes da África, e uma da América do Sul (Peru). No 

dendrograma gerado, foi possível observar que as cepas africanas se dividem em dois clados: 

um agrupamento de sequências da África ocidental e outro com cepas da República Centro-

Africana e da África oriental. A cepa sul-americana apresentou divergência de em torno de 15% 

em relação ao clado da África ocidental, e de 20% em relação ao clado da África central e 

oriental. Esse estudo foi importante em estabelecer a distribuição geográfica do vírus e 

demonstrou pelo menos duas vias de dispersão na África (29).  

No ano seguinte, mais um estudo, compreendendo vinte sequências, com mais 

representantes da América do Sul e do Caribe (oito sequências), foi realizado. Na reconstrução 

filogenética realizada pelos autores, é possível concluir com certeza que o YFV evoluiu 

independentemente em diferentes localizações geográficas. Foram observados dois clados 

distintos: cepas da África central e oriental em um clado, que foi denominado de genótipo I, e 

cepas da África ocidental, Caribe e América do Sul, constituindo o genótipo II. Ainda, o 

genótipo II é dividido em dois sub-clados, genótipos IIA e IIB, compreendendo as sequências 

do ocidente africano e uma sequência do Caribe, e da América do Sul, respectivamente (30). 

Com esses dois estudos, foi possível concluir duas coisas: a evolução viral na África ocorreu 

de maneira independente na região ocidental e nas regiões oriental e central, e existe uma clara 

relação entre as cepas da África ocidental e das Américas. Restou, então, desvendar se ocorreu 

uma introdução na África ocidental de vírus vindo das Américas, ou o contrário. 

Não muito tempo depois, em 1996, outro estudo abrangendo três regiões diferentes do 

genoma viral de treze sequências do YFV, demonstrou que existem pelo menos quatro 

genótipos do vírus. Dois genótipos africanos, ratificando os estudos anteriores, divididos em 

África central/oriental e África ocidental, e dois outros genótipos sul-americanos. Além do 

mais, foi identificada uma repetição genômica específica do YFV (RYF) na região não 

codificante 3’UTR, que variava em número de acordo com o local de coleta do vírus (31). Um 

estudo posterior sobre as mesmas sequências repetitivas sugere que os vírus de genótipos sul-

americanos evoluíram a partir dos genótipos da África ocidental (32).  
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Análises da diversidade do YFV na África por reconstruções filogenéticas revelaram 

que, na verdade, existem cinco genótipos africanos: africano ocidental I (West Africa I) e 

africano ocidental II (West Africa II), africano oriental (East Africa), africano oriental/central 

(East/Central Africa) e Angola (33, 34) (Figura 1.1). A divergência de um clado único para 

cepas angolanas ainda não é uma convenção, e estas cepas podem estar classificadas com as 

pertencentes à linhagem East/Central Africa (35). Essa diversidade genética sugere que o vírus 

tem circulado no continente africano há mais tempo que os registros históricos foram capazes 

de revelar. Além disso, existem mais ocorrências de surtos e epidemias na África que na 

América Central e do Sul. Portanto, a teoria da origem africana, que já estava 

convencionalmente difundida, adquiriu maior credibilidade.  

Em 2007, um estudo sobre a evolução molecular do YFV com cento e trinta e três 

sequências de amostras provenientes de 22 países na África e na América do Sul, datou a origem 

deste vírus a cerca de 1.500 anos e mapeou a sua dispersão da África para as Américas nos 

séculos XV e XVI, durante o comércio de escravos (3). Por fim, pode-se afirmar que é possível 

que os primeiros casos reportados nos registros históricos, na cidade de Ysabella, San Domingo, 

em 1493, tenham sido importados com a tropa de Cristóvão Colombo em sua expedição da 

Espanha para o Novo Mundo, tendo reabastecido nas Ilhas Canárias, na costa oeste da África, 

onde foram reportados inúmeros casos de febre amarela naquela época (2, 16).  
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Figura 1.1 – Genótipos do vírus da febre amarela.  

Os sete genótipos do YFV identificados até o presente momento, cinco de origem africana e 

dois de origem sul-americana. Fonte: adaptado de Beasley et al. Antiviral Research, 2015 (36). 
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1.2 Dispersão da Febre Amarela no Brasil  

O primeiro registro de epidemia de febre amarela no Brasil está na publicação, já 

mencionada na seção anterior, de Ferreira da Rosa, “Tratado Único da Constituição Pestilencial 

de Pernambuco” que dá indícios de que Recife conhecia a doença desde 1685 (37). No ano 

seguinte, foi reconhecida uma doença com os mesmos sintomas daquela que assolava Recife, 

no estado da Bahia (38).  

No mês de dezembro do ano de 1849, uma embarcação proveniente de Nova Orleans, a 

“Navarre”, atracou no Rio de Janeiro após realizar escala em Havana, Cuba, e em Salvador, 

onde estava ocorrendo um surto de febre amarela. A notícia do surto chegou ao Rio de Janeiro 

após dez dias da chegada da embarcação. Diante da notícia, o consignatário da “Navarre” a 

vendeu e a tripulação se dispersou pela cidade do Rio de Janeiro. De janeiro a março de 1850, 

a epidemia atingiu o pico se estendendo por toda a cidade do Rio de Janeiro, acometendo mais 

de 9.600 pessoas, contabilizando 4.160 óbitos. A partir de abril daquele ano, houve um declínio 

até que em setembro, foi considerada extinta naquele ano. A partir de então, as epidemias 

ocorriam durante as temporadas de calor e chuvas (novembro a abril), e a maioria dos casos 

aconteciam entre janeiro e março. Esse período de epidemias violentas no Rio de Janeiro 

ocorreu até meados do século XX e foi suficiente para exportar o YFV para outros países da 

América do Sul por via marítima (39). 

As medidas de profilaxia que foram tomadas após 1900, com as descobertas do modo 

de transmissão e da vacina com vírus atenuado, controlaram o ressurgimento de epidemias 

avassaladoras durante anos. O mosquito Aedes aegypti, vetor da forma urbana da febre amarela, 

foi completamente erradicado do território brasileiro em 1955 (40). Porém, em 1967, o estado 

do Pará entrou em alerta após detectar a circulação desses mosquitos, que tinham sido 

erradicados do estado desde 1948. Naquele ano, ocorreu a notificação do óbito de um agrônomo 

japonês que contraiu a forma silvestre da febre amarela, demonstrando que o vírus estava 

circulando pelo Pará, e que a infestação do mosquito urbano poderia causar novamente uma 

epidemia na cidade de Belém, com 550.000 habitantes na época (41). A reprodução e dispersão 

de mosquitos Aedes aegypti foi contida em 1973, mas três anos depois a espécie do vetor foi 

reintroduzida na Bahia e sua dispersão não pôde ser mais controlada a ponto de erradica-la 

novamente (40). Desde então, a vacinação é a principal medida de prevenção da doença no 

Brasil. A última ocorrência da forma urbana da febre amarela no país foi em 1942 no estado do 

Acre, os surtos e as epidemias subsequentes consistiram em infecções adquiridas durante o ciclo 

silvestre de transmissão (42).  

A manutenção de casos silvestres da doença na maior parte do Brasil, gerou uma 

delimitação do território nacional considerando a endemicidade da febre amarela, a partir de 
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estudos epidemiológicos anteriores à década de 1970 (40). O Brasil foi dividido em três regiões: 

região endêmica, região de transição, e região indene. Na região endêmica, o vírus se mantém 

em um ciclo silvestre onde o homem é infectado acidentalmente, e abrangia os estados do Norte, 

do Centro-Oeste e uma parte do oeste do Maranhão. A região de transição compreendia uma 

faixa noroeste dos estados de Minas Gerais, São Paulo, Paraná, Rio Grande do Sul, e o oeste de 

Santa Catarina, onde o vírus ainda circula, causando surtos esporádicos. A região indene foi 

considerada livre de febre amarela, sem evidências de circulação do vírus, nas regiões Nordeste, 

Sudeste e Sul do país (40). 

Houve mais duas grandes epidemias de febre amarela silvestre no Brasil, uma em 

1972/73 no estado de Goiás, com 71 casos confirmados e 44 óbitos, e outra 20 anos depois no 

estado do Maranhão. Esta última vitimou 13 pessoas de um total de 90 infectados, tendo 

atingido uma população não-imune no leste do Maranhão, área considerada livre de circulação 

do vírus na época, indicando, portanto, que a área de circulação do vírus estava aumentando 

(40, 43) (Figura 1.2).  

 

 

Figura 1.2 – Áreas de endemicidade no Brasil no início do século.  

Mapa que delimita as áreas de endemicidade da febre amarela no país no início do século. 

Estados da região norte: AC, AM, AP, PA, RO, RR, TO. Estados da região nordeste: AL, BA, 

CE, MA, PB, PE, PI, RN, SE. Estados da região centro-oeste: DF, GO, MT, MS. Estados da 

região sudeste: ES, MG, RJ, SP. Estados da região sul: PR, SC, RS. Fonte: adaptado de 

Vasconcelos et al. Emerging Infectious Diseases, 2004 (44). 
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Na primeira metade do ano 2000, um surto importante ocorreu, tendo como epicentro o 

estado de Goiás, cujo último surto tinha sido registrado em 1987, com apenas 10 casos 

confirmados de febre amarela. Nesse ano, foram reportados 53 casos e 23 óbitos somente em 

Goiás. Além disso, outros estados também reportaram casos de febre amarela como Pará, 

Amazonas, Distrito Federal, Mato Grosso, Tocantins, Minas Gerais, Bahia, São Paulo, e um 

caso no Rio de Janeiro. Portanto, nessa ocasião, foram detectados casos em regiões livres de 

febre amarela, alertando para a re-emergência desta doença e necessidade de ampliar as zonas 

de recomendação de vacinação (45, 46).  

Análise molecular de 79 sequências genômicas de YFV isolados entre 1935 e 2001 no 

Brasil demonstrou que o vírus que circulou durante esse período pertence a apenas um genótipo, 

o sul-americano I (SA-I). Uma amostra coletada em Rondônia em 1983 representou uma 

exceção, agrupando-se com genomas pertencentes ao genótipo sul-americano II, indicando que 

os dois genótipos sul-americanos circularam concomitantemente no oeste brasileiro. A 

reconstrução filogenética desse estudo revelou que os isolados se organizaram em cinco sub-

clados denominados Old Pará, 1A, 1B, 1C e 1D (Figura 1.3). Uma observação curiosa é que o 

sub-clado Old Pará foi assim denominado por não ser detectada a circulação de vírus 

pertencentes ao agrupamento em datas recentes. Sendo assim, essa sub-linhagem se tornou 

escassa ou mesmo inexistente (44).  

 



 

10 
 

 

Figura 1.3 – Filogenia de isolados do vírus da febre amarela no Brasil.  

Identificação de cinco sub-linhagens do genótipo sul-americano I composta pela diversidade de 

cepas brasileiras do YFV. A origem geográfica dos isolados está indicada no mapa com as 

mesmas cores dos clados ao qual correspondem. Fonte: Vasconcelos et al. Emerging Infectious 

Diseases, 2004 (44). 
 

 

Em 2008/09 houve uma epizootia significativa no sul do Brasil, com 2.013 óbitos de 

primatas não-humanos (PNH) no estado do Rio Grande do Sul (47, 48). Nesta mesma época, 

foram reportados casos de febre amarela em macacos no estado de São Paulo, e em humanos 

nos estados de Goiás, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (49). A partir da vigilância 

epidemiológica, foi possível vacinar parte da população nas municipalidades com ocorrência 

de epizootias no Rio Grande do Sul, sendo uma região sem recomendação de vacinação, logo, 

de baixa cobertura vacinal (47).  

Análise molecular de sequências genômicas desse período revelou um novo sub-clado 

dentro do genótipo sul-americano I, o sub-clado 1E. Estima-se que essa nova sub-linhagem 

divergiu em 1975 no norte do Amazonas, sendo detectada pela primeira vez em 2004 no estado. 

Os autores também concluíram que os isolados desse surto divergiram no final dos anos 1980. 

Por fim, também foi possível observar que as linhagens virais que causam epidemias históricas 

tendem a desaparecer, assim como constatado para a sub-linhagem Old Pará, sendo assim, 
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amostras de epidemias recentes constituem novas sub-linhagens, que substituem as anteriores 

(49). O conhecimento gerado pelos estudos filogenéticos desde 2000 permitiu delinear o padrão 

evolutivo do YFV, assim como reavaliar a endemicidade da doença no Brasil.  

De fato, uma análise dos estudos de filogenia do YFV realizados, demonstrou que a 

periodicidade de epidemias de febre amarela nas localidades onde o vírus é mantido em ciclo 

silvestre não seria ocasionada apenas pela renovação da população de PNH em localidades 

diferentes. O YFV sofre uma evolução in situ, onde novas epidemias e surtos são ocasionados, 

entre outros fatores, pela alteração genética viral. Essa observação foi apoiada pelas análises 

filogenéticas de vírus coletados na América do Sul, onde os genomas virais se agrupam 

principalmente pela região onde foram coletados ao invés da data de coleta. Portanto, a 

evolução molecular do vírus não é majoritariamente desencadeada pelas ondas de disseminação 

de uma localidade a outra, e sim, pela manutenção enzoótica local do YFV (50). 

Neste sentido quando os primeiros casos de epizootias de febre amarela foram 

identificados na região sudeste do Brasil no final de 2016, no estado de Minas Gerais, um alerta 

foi acionado quanto à vigilância epidemiológica (51). As epizootias e os casos humanos foram 

sendo detectados nos demais estados do Sudeste: São Paulo, Espírito Santo e Rio de Janeiro, 

até meados de 2017. No final de 2017 até meados de 2018, foi registrado o maior número de 

casos deste surto, com 1.376 casos humanos e 483 óbitos, tendo atingido toda a região sudeste 

e se disseminando em direção ao sul do Brasil (52-54). A velocidade da dispersão viral somente 

no estado de São Paulo entre dezembro de 2016 e janeiro de 2017 foi de 1 km/dia, partindo do 

norte do estado. A linhagem viral que causou a primeira onda do surto disseminou em direção 

ao sul do estado, causando as duas ondas subsequentes, em meados de 2017 e no início de 2018 

(55, 56). Este foi o maior evento de infecção por febre amarela desde o início da vacinação no 

Brasil (57).  

Diversos fatores contribuíram para esta alta incidência, sendo um dos principais, a baixa 

cobertura vacinal da população que habita na costa atlântica, uma vez que a febre amarela estava 

extinta da região e, portanto, não havia recomendação de vacinação. O mais preocupante deste 

surto foi a proximidade das ocorrências a regiões metropolitanas altamente infestadas pelo vetor 

antropofágico Aedes aegypti, trazendo o risco de re-emergência da forma urbana de transmissão 

da febre amarela (58). Posteriormente, foram desenvolvidos estudos de identificação dos fatores 

espaço-temporais que indicam as áreas de risco para surtos de febre amarela no Brasil, levando 

em consideração as condições ecológicas das localidades (59, 60). Este surto resultou no 

aumento da cobertura vacinal no país inteiro através de campanhas de vacinação (61, 62). A 

última amostra de YFV detectada no estado do Rio de Janeiro foi proveniente de um macaco 
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bugio que veio a óbito decorrente de febre amarela em 2019 (63). Atualmente, o vírus segue 

disseminando em direção ao Sul e aos países fronteiriços como o Paraguai e a Argentina (64). 

Durante esse surto, foram sequenciados os genomas completos de amostras virais 

coletadas de PNH, humanos e mosquitos vetores. Estes estudos foram determinantes para a 

caracterização molecular do vírus circulante (65). Além disso, foi possível, através de estudos 

de filodinâmica, aproximar a origem da dispersão viral nos estados do Sudeste. Os resultados 

determinaram duas rotas de transmissão que divergiram para (i) os estados de São Paulo e Rio 

de Janeiro, e (ii) para os estados de Minas Gerais, Espírito Santo e Rio de Janeiro, ainda não 

apresentando um consenso do estado de origem desta divergência (66-71). Ainda, foram 

detectadas nove alterações de aminoácidos, que ocorrem em conjunto, em relação a amostras 

anteriores. A reconstrução filogenética mostrou que, apesar dessas alterações, o vírus circulante 

detectado em 2016 no Sudeste não constituiu uma nova sub-linhagem, e pertence ao sub-clado 

1E do genótipo sul-americano I (SA-I) (72, 73) (Figura 1.4).  

 

 

Figura 1.4 – Reconstrução filogenética em escala de tempo com as sequências de amostras 

do vírus da febre amarela coletadas no Brasil em 2017.  

Um conjunto de 14 genomas do YFV coletados de PNH, humanos e mosquitos em dois estados 

do Sudeste foram sequenciados e caracterizados filogeneticamente. Todos pertencentes a sub-

linhagem 1E, apresentam as 9 substituições de aminoácidos indicadas sobre o ramo em 

vermelho. A análise representada datou o ancestral comum entre os clados pelos nós N1 a N5 

(TMRCA). Fonte: adaptado de Gómez et al. Journal of General Virology, 2018 (73). 

 
 

A partir do sequenciamento genômico de novas amostras e da disponibilidade de 

sequências do genoma viral no banco de dados GenBank, foi possível elucidar em grande parte 

a história natural da febre amarela no Brasil. A reconstrução filogeográfica e temporal das 
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sequências genômicas permitiu compreender as rotas de disseminação viral nas Américas. As 

linhagens antigas do vírus que circularam nas Américas tinham origem no Brasil e foram 

exportadas para países vizinhos, como Colômbia, Venezuela e Trinidad e Tobago (74).  

As linhagens modernas, isto é, os sub-clados 1D e 1E, seguiram o caminho oposto. A 

divergência das sub-linhagens antigas para as sub-linhagens modernas surgiu provavelmente 

no ano de 1977 em Trinidad e Tobago, substituindo as anteriores. Nos anos 1980, houve a 

introdução da linhagem moderna do YFV a partir de Trinidad e Tobago na Venezuela e no norte 

do Brasil. Esta linhagem foi responsável pelos surtos na Bahia, no Sul e no Sudeste no início 

do século. Entre 1999 e 2005, houve uma reintrodução do vírus no Brasil vindo da Venezuela, 

que ocasionou o surto em 2008, atingindo novamente o sul do país e alcançando a Argentina. 

Estima-se que houve uma segunda reintrodução do YFV entre 2000 e 2016, sendo a sub-

linhagem 1E, da Venezuela para o Brasil, que resultou no último surto que se estendeu pela 

costa atlântica do Brasil, do Sudeste ao Sul (74) (Figura 1.5). 

 

 

Figura 1.5 – Rotas de introdução das sub-linhagens modernas no Brasil. 

As sub-linhagens modernas do YFV do genótipo Sul-Americano I foram introduzidas no Brasil, 

procedendo de Trinidad e Tobago, mais tarde, da Venezuela, alcançando o centro-oeste do país, 

por onde tiveram sucessivas passagens, e posteriormente, o Sudeste e o Sul. Fonte: adaptado de 

Mir et al. Scientific Reports, 2017 (74). 
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1.3 Alterações genômicas do vírus circulante no Sudeste entre 2016 e 2019 

O YFV possui um genoma composto por uma fita simples de RNA com polaridade 

positiva, e um único quadro aberto de leitura (ORF) flanqueado por extremidades não 

codificantes 5’UTR e 3’UTR. A proteína viral gerada a partir da tradução da ORF é processada 

co- e pós-traducionalmente por proteases viral e do hospedeiro, resultando em dez proteínas 

independentes, três estruturais (Capsídeo - C, Membrana - prM/M e Envelope – E), e sete não 

estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5). As proteínas estruturais são 

responsáveis pela arquitetura da partícula viral e medeiam as interações com a célula 

hospedeira. As proteínas não estruturais estão principalmente envolvidas com a replicação do 

genoma viral (75, 76). 

O genoma do YFV circulante durante o surto no sudeste brasileiro apresenta uma 

assinatura molecular composta por nove alterações de aminoácidos nas posições 108 (V → I), 

1572 (E → D), 1605 (R → K), 2607 (K → R), 2644 (V → I), 2679 (G → S), 2803 (N/D → S), 

3149 (V → A) e 3215 (N → S) da poliproteína viral. Essas posições correspondem às proteínas 

C (108), NS3 (1572 e 1605) e NS5 (2607, 2644, 2679, 2803, 3149 e 3215) (73). A presença 

destas alterações pode ter modulado aspectos do fitness viral e, consequentemente, ter 

influenciado na magnitude do surto que atingiu o Sudeste em 2016. 

 

 

1.3.1 Proteína do capsídeo  

A proteína C é a primeira porção traduzida da poliproteína viral. Esta proteína é 

constituída por três α-hélices, no caso do YFV, ou quatro α-hélices, no caso dos demais 

flavivírus, que estão situadas no citosol e ancoradas por mais uma α-hélice transmembranar, no 

retículo endoplasmático (RE) (77). Esta última α-hélice sinaliza a translocação da próxima 

região traduzida da poliproteína, a proteína estrutural prM, para o lúmen do RE. Além disso, 

essa estrutura é flanqueada por dois sítios de clivagem proteolítica, na extremidade N-terminal 

existe a região de reconhecimento pela protease viral NS2B-NS3, e na extremidade C-terminal, 

o sítio de clivagem pela signal peptidase celular (78, 79) (Figura 1.6 A).  

A proteína C madura é gerada após a clivagem mediada pela protease viral. A proteína 

C existe fisiologicamente organizada em dímeros, e não há indícios da presença de monômeros 

de proteína C madura (77, 80) (Figura 1.6 B).  Essa proteína é muito pouco conservada na sua 

sequência de aminoácidos entre os flavivírus, porém segue um padrão físico-químico na 

composição de aminoácidos nos seus diferentes domínios estruturais. Assim, os dímeros 

interagem por ligações hidrofóbicas entre as hélices α1 e α1’, formando uma região hidrofóbica 
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e sem carga, α2 e α2’, formando o core do dímero, e α4 e α4’ que geram uma região altamente 

carregada (81). A composição da região que compreende a hélice α2 é reconhecida como 

sequência interna hidrofóbica (internal hydrophobic sequence; IHS) e consiste igualmente em 

uma propriedade conservada da proteína C dos flavivírus (82). A organização das cargas e 

propriedades dos aminoácidos do dímero da proteína C indicam que a região hidrofóbica tem a 

principal função de interagir com a membrana do RE e que a região carregada interage com o 

RNA genômico viral (83).  

 

Figura 1.6 – Localização e estrutura da proteína C. 

A) Topologia da poliproteína viral na membrana do RE. A proteína C (em vermelho e 

sombreada em cinza) é a primeira região traduzida e se localiza no citoplasma, com a hélice α5 

inserida na membrana do RE, translocando a próxima região traduzida, prM, para o lúmen do 

RE. A hélice α5 tem dois sítios de clivagem, na extremidade N-terminal, a proteína é clivada 

pela protease viral NS2B-NS3 (seta preta), gerando a proteína C madura, e na extremidade C-

terminal, pela signal peptidase celular (seta verde). Fonte: Adaptado de Tan et al., Nature 

Communications, 2020 (84). B) Estrutura tridimensional do dímero de proteína C madura, com 

as quatro α-hélices identificadas, extraída do banco de dados PDB sob identificador 1R6R. Os 

monômeros se distinguem pelas cores violeta e laranja. Imagem obtida utilizando o software 

PyMOL Molecular Graphics System, versão 2.0, Schroedinger, LLC.  
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A proteína C não possui um core catalítico e sua principal função no ciclo replicativo 

viral é o empacotamento do RNA viral e a formação do núcleo-capsídeo. A interação das hélices 

α4 com o RNA é de alta afinidade, estimulando o agregamento dos dímeros de proteína C no 

genoma viral, formando assim, o núcleo-capsídeo (85). Inicialmente, não era possível 

correlacionar a estrutura icosaédrica da partícula viral com a arquitetura pleomorfa do núcleo-

capsídeo. Recentemente, um estudo sobre o processo de montagem da partícula viral do Zika 

vírus (ZIKV) demonstrou a presença de proteínas C não clivadas pela protease viral. Essas 

proteínas não clivadas não eram majoritárias e a hélice α5, que era descrita como tendo 

unicamente o papel de ancoramento no RE e translocação da prM para o lúmen, apresentou 

relevância para a organização da estrutura quaternária da partícula viral imatura (84).  

As hélices α5 vizinhas de dímeros adjacentes interagem entre si por contatos 

hidrofóbicos e formam trímeros de proteína C não clivada. A estrutura básica da composição 

da partícula viral consiste em três pares de dímeros de proteína C clivada ou não, que interagem 

com nove heterodímeros pré-formados de prM e E (Figura 1.7). Os ectodomínios interagem 

entre si no lúmen do RE montando uma partícula viral icosaédrica. No processo de maturação, 

onde ocorre mudança de pH no Trans-Golgi, a clivagem da prM e a reorganização das 

transmembranas das proteínas M e E podem induzir ao rompimento das suas interações com a 

proteína C, causando provavelmente a condensação do complexo RNA-C. Esse processo 

permitiria que o núcleo-capsídeo seja liberado no citoplasma após a fusão com a membrana do 

endossomo tardio no próximo ciclo de infecção (84).   

A proteína do capsídeo é fundamental para a formação de partículas virais infectivas. A 

ausência dessa proteína não impede a interação entre as proteínas prM e E, que são capazes de 

formar partículas subvirais. Entretanto, essas estruturas são vazias, ou seja, não possuem RNA 

viral, e são em média três vezes menores que a partícula viral completa (86). Além desse papel 

crucial da proteína C na estruturação e composição da partícula viral infectiva, outras funções 

relacionadas a interações com o hospedeiro foram propostas.  
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Figura 1.7 – Disposição estrutural da proteína C na partícula viral imatura e contribuição 

da hélice α5. 

A) Montagem de uma unidade formadora da partícula viral na membrana do RE, composta por 

três dímeros de C, e nove heterodímeros de E-prM. O RNA genômico está representado em 

azul claro, as unidades da prM estão representadas em cinza claro, e as unidades de proteína E 

nas cores azul escuro, verde vermelho e rosa. Os dímeros de C estão representados pelos 

cilindros amarelos e laranjas, e a hélice α5 em vermelho. B) Ampliação da região do complexo 

de proteínas C que formam a ponte entre membrana do RE e RNA viral. Imagem que retrata a 

superfície molecular ocupada pelas α-hélices da proteína C. Em vermelho, as hélices α5. C) 

Ampliação e demarcação das interações entre hélices α5 de dois dímeros adjacentes na 

montagem da partícula viral imatura. Fonte: Adaptado de Tan et al., Nature Communications, 

2020 (84). 

 

As regiões de caráter básico da hélice α4 parecem funcionar como uma sequência de 

localização nuclear que é reconhecida pela importina-α (87). De fato, a proteína C de flavivírus 

já foi localizada no nucléolo de células infectadas. É importante ressaltar que apesar da 

interação entre proteína C e RNA ser de alta afinidade, ela possui uma baixa especificidade, 

podendo interagir com o backbone de diversos tipos de ácidos nucleicos (88). Sendo assim, a 

presença dessa proteína no nucléolo sugere que possa existir alguma interação com fatores de 

biogênese ribossomal celular. Efetivamente, a proteína C de flavivírus já foi descrita como 
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reguladora de genes antivirais tanto em células de mosquitos quanto de mamíferos (85). 

Inclusive, a proteína C do YFV tem a capacidade de proteger o RNA de dupla fita (dsRNA), 

que é uma forma intermediária do genoma viral durante o processo de replicação, da degradação 

via DICER em mosquitos, viabilizando a replicação viral no vetor (88).  

As regiões hidrofóbicas na região N-terminal e na hélice α2 foram determinadas como 

regiões que medeiam o acúmulo observado de proteína C em gotículas lipídicas (89, 90). O 

mecanismo proposto desta interação consiste na ligação inicial do N-terminal com a gotícula 

lipídica, que induz uma reorganização conformacional, expondo a superfície hidrofóbica 

compreendendo a hélice α2 para reforçar a interação. A gotícula lipídica regula a 

disponibilidade da proteína C para ligação com o genoma viral liberado pelo complexo 

replicativo dentro das projeções da membrana do RE no citoplasma (91). As gotículas lipídicas 

são organelas dinâmicas que participam no metabolismo de lipídeos, assim como na geração de 

prostaglandinas e leucotrienos que são importantes mediadores da resposta inflamatória. De 

certa forma, pode-se sugerir que a proteína C também participe da patogênese das flaviviroses 

(83). 

 

 

1.3.2 Proteína NS3 

A proteína não estrutural NS3 possui atividades catalíticas que são essenciais para o 

ciclo replicativo viral. A primeira função enzimática descrita para a proteína NS3 foi a função 

de serino-protease viral, consistindo em torno de 180 aminoácidos no N-terminal. Além da 

similaridade estrutural com serino-proteases da família da tripsina, a proteína possui a tríade 

catalítica conservada entre flavivírus H53, D77 e S138 (92).  

O domínio protease da NS3 (NS3pro) atua no processamento da poliproteína viral 

(Figura 1.8), clivando-a especificamente nas sequências consenso G(A)RR↓S(G) para gerar as 

extremidades N-terminal das proteínas NS2B, NS3, NS4A e NS5 (93). Entre as proteínas não 

estruturais NS4A e NS4B, existe um peptídeo sinal bem descrito composto por 23 aminoácidos 

e denominado 2K. Entre a proteína NS4A e o peptídeo 2K também foi mapeado um sítio de 

clivagem pela NS3pro composto pela sequência QR↓S (94). A NS3pro é igualmente 

responsável pela clivagem entre as hélices α4 e α5 da proteína C, gerando a proteína madura 

solúvel no citosol.  
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Figura 1.8 - Composição genômica dos flavivírus e processamento da poliproteína viral. 

No painel A está representada a estrutura genômica dos flavivirus, composta por 2 regiões não 

traduzidas (5’UTR e 3’UTR) e um único ORF codificante para a poliproteína viral. Esta 

poliproteína é processada por proteases do hospedeiro ou pela protease viral NS2B-NS3, como 

indicado no painel B. Fonte: adaptado de Barrows et al. Chemical Reviews, 2018 (95). 

 

Essa atividade de protease é dependente da proteína NS2B que funciona como cofator 

e demonstrou ser essencial para o correto funcionamento da NS3pro (93, 96) (Figuras 1.8 e 

1.9). A auto proteólise entre NS2B e NS3 ocorre em cis após a clivagem entre NS2A e NS2B, 

assim como uma clivagem interna no domínio helicase da NS3 (92, 97). 

A região de interação no complexo NS2B-NS3pro ocorre, do lado da NS2B, em um 

domínio hidrofílico central de aproximadamente 40 aminoácidos carregados e conservados 

entre os flavivírus (96). A interação foi proposta como dependente de carga dos resíduos na 

extremidade N-terminal da NS3pro (98, 99). O cofator NS2B interage com a membrana do RE 

pelas suas regiões de âncora e com a NS3pro pela região hidrofílica contida em estruturas de 

folha β. Essa interação não tem somente a função de estabilizar o domínio protease da NS3 em 

seu correto enovelamento, mas também induz um novo enovelamento da região da NS2B 

formando um componente importante do sítio catalítico da protease. Após ligação com o 

substrato, a porção da NS2B sofre mudança conformacional, gerando um grampo de folhas β 

que estabiliza e faz parte da fenda catalítica (100) (Figura 1.9).  
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Figura 1.9 – Estrutura do domínio NS3pro ligado ao cofator NS2B. 

Superfície molecular da estrutura tridimensional do complexo NS2B-NS3pro, com as estruturas 

secundárias em dourado, da NS3pro, e em azul, da NS2B. Demarcado em amarelo, a tríade 

catalítica conservada entre os flavivírus, H 53, D 77 e S 138. Fonte: Noske et al., Biochimica 

and Biophysica Acta, 2020 (101). 

 

 Os 440 resíduos da extremidade C-terminal da proteína NS3 compõem uma  helicase 

com atividade enzimática de nucleosídeo trifosfatase (NTPase) estimulada por RNA, atuando 

na separação entre a fita nascente de RNA e a fita molde, assim como no desenovelamento de 

estruturas secundárias da região não traduzida 3’UTR durante a replicação do genoma viral 

(102). Os dois terços C-terminal da proteína NS3 é de fato um domínio helicase (NS3hel), 

catalisando a separação e remodelagem de fitas de ácidos nucleicos, possuindo identidade com 

a superfamília de helicases 2, família DEAH. Essa classificação é baseada nos sete motivos 

conservados associados com atividade de hidrólise de nucleosídeos trifosfato (NTP) (Figura 

1.10). Os motivos I e II são respectivamente nomeados motivos Walker A e Walker B. A 

helicase dos flavivírus é composta por três domínios (I, II e III), que formam uma fenda entre 

o domínio III, que é exclusivo dos flavivírus, e os domínios I e II (103, 104). Essa fenda consiste 

na região de ligação da fita simples de RNA genômico, de maneira que a extremidade 3’ se 

posiciona abaixo do domínio I e a extremidade 5’, abaixo do domínio II (104). Os motivos 

Walker A e B interagem diretamente com NTPs. O motivo Walker A é flexível e deve sofrer 

alterações conformacionais decorrentes da ligação a NTPs, atuando na translocação do RNA 

nascente dependente de ATP (105). No domínio II tem um grampo de folhas β que se projeta 
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em direção ao domínio III e foi descrito como um elemento crítico para a atividade de 

desenovelamento (103, 106). Além disso, a NS3hel de flavivírus não carreia um resíduo 

conservado de glutamina (Q) upstream do motivo Walker A que confere especificidade para 

ATP (104).  

Portanto, a NS3hel tem o papel principal de assistir à iniciação da síntese da fita simples 

negativa de RNA que serve de molde no processo de replicação, desenovelando as estruturas 

secundárias de RNA das extremidades 5’ e 3’UTR (107, 108). Dessa forma, a atividade de 

NTPase fornece energia química para gerar uma conformação receptiva do RNA para a 

amplificação pela RNA polimerase dependente de RNA viral (RdRp) (102, 109). 

 

 

Figura 1.10 – Organização tridimensional da proteína NS3. 

Superfície molecular e estruturas secundárias da proteína NS3 completa. Em cinza, o domínio 

protease, em verde, o subdomínio I da porção helicase, em azul, o subdomínio II e em laranja 

claro, o subdomínio III. Em preto, o loop conector entre domínios e em violeta, os sete motivos 

que desempenham a função de helicase. Fonte: Imagem obtida utilizando o software PyMOL 

Molecular Graphics System, versão 2.0, Schroedinger, LLC, e a estrutura coletada do banco de 

dados PDB, identificador: 5YW1. Informações obtidas de Wu et al. Journal of Virology, 2005 

(104). 

 
 

A terceira função catalítica da proteína NS3hel tem a ver com o sítio catalítico para a 

atividade NTPase que alberga a extremidade 5’ trifosfato de RNA, e catalisa igualmente a 

reação de RNA trifosfatase (RTPase) (110, 111). Um estudo de mutagênese do resíduo de 

glicina (G) na posição 517 da NS3hel demonstrou que este resíduo é fundamental tanto para a 

atividade de helicase quanto para a RTPase (112). Portanto, a NS3hel pode alterar a estrutura 

secundária do RNA genômico nascente na extremidade 5’UTR, tornando o fosfato γ acessível 
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para sua remoção. Como resultado dessa atividade RTPase, a extremidade 5’ do genoma é 

desfosforilada antes das etapas de capeamento do RNA realizadas pelo domínio 

metiltransferase (MTase) da proteína NS5 (106, 108). 

A proteína NS3 interage com outras proteínas virais, produzindo efeitos em diferentes 

processos durante a replicação viral. A interação mais evidente e melhor documentada é a que 

envolve a proteína NS2B, o cofator da atividade proteolítica, que já foi descrita nesta seção. A 

segunda interação mais estudada é a que envolve a proteína NS5 e o domínio NS3hel. A região 

de interação envolve em torno de 300 resíduos, compreendendo os domínios II e III da NS3hel 

e 40 resíduos mapeados entre os domínios N-terminal da MTase e C-terminal da RdRp na 

proteína NS5 (113). Além disso, as atividades de NTPase e RTPase são estimuladas pela 

proteína NS5 (104). A interação com as NS4A e NS4B potencializa a atividade de helicase da 

NS3, reduzindo a quantidade de ATP necessária e facilitando a dissociação do RNA de fita 

simples, respectivamente (114, 115). Essa proteína também interage com a proteína NS2A, 

produzindo um efeito crucial na formação de um complexo replicativo capaz de mediar o 

encapsulamento do RNA viral, e a montagem de partículas virais (116). Nesse sentido, também 

foi demonstrada a interação entre o domínio II da NS3hel e a proteína Alix da célula hospedeira 

(117). Como já exposto na subseção anterior, a protease NS2B-NS3 é necessária para o 

processamento da proteína de capsídeo que é parte fundamental da montagem do vírion e está 

associada à membrana do RE. A presença da proteína NS3, interagindo com a Alix, na 

proximidade da membrana e da proteína C, pode auxiliar significativamente o processo de 

montagem. A Alix recruta os fatores ESCRT-III, Vsp4 e endofilinas, gerando a curvatura da 

membrana do RE e auxiliando o início da montagem da partícula viral (117-119).  

Por fim, é importante ressaltar que a interação entre NS2B e NS3 pode ir além da 

atividade proteolítica. A NS3pro e o loop conector, ou alça conectora, entre domínios podem 

ter interações significativas com o domínio II da NS3hel, influenciando nas alterações 

conformacionais necessárias para a atividade de helicase. Construções de NS3hel sem a região 

do conector não tiveram impedimento no desempenho da função NTPase, porém a função de 

helicase só foi mantida em construções com maior sequência do loop conector (108). Além 

disso, o complexo NS2B-NS3pro influencia na especificidade do domínio NS3hel para o 

desenovelamento de RNA de fita simples (120). A interação entre NS3 e NS2B também 

colabora para ancoramento na membrana do RE e montagem da partícula viral. 

Surpreendentemente, a NS2B é aparentemente ausente nas vesículas onde se encontra o 

complexo replicativo, sugerindo que a transição entre processamento da poliproteína e a 

replicação, a NS3pro se torna inativa (121).  
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1.3.3 Proteína NS5 

A proteína NS5 é a maior e a mais conservada dos flavivírus e desempenha funções 

centrais no processo de replicação do ciclo viral. Essa proteína, assim como a NS3, possui dois 

domínios funcionais: um domínio N-terminal com atividade de MTase e um domínio C-

terminal com atividade RdRp, ligados por uma alça conectora de nove aminoácidos (122).  

O domínio MTase foi inicialmente descrito ao mapear a estrutura secundária predita e a 

conservação de resíduos e motivos em comum com outras metiltransferases celulares e virais 

(123). O sítio catalítico foi identificado como uma tétrade composta pelos resíduos K D K E, 

nas posições 61, 146, 182 e 218, respectivamente (124). Esses resíduos estão próximos do grupo 

2’-OH do substrato de RNA e podem contribuir para a desprotonação necessária para o ataque 

nucleofílico ao átomo de carbono do grupamento metila que será transferido (124). A tétrade 

catalítica atua na reação de metilação, tendo como resíduos essenciais para a catálise os 

aminoácidos D 146 e K 182, que necessitam dos resíduos K 61 e E 218 para desempenhar suas 

funções específicas eficientemente (125). A cadeia lateral do resíduo catalítico D 146 forma 

uma ligação de hidrogênio com o grupo amino da molécula de SAM, e por isso, pode estar 

envolvido nas duas reações de metilação catalisadas pela MTase viral (125) (Figura 1.11 A e 

C).  

Além disso, outro motivo conservado entre algumas metiltransferases foi descrito na 

MTase de flavivírus como sendo um sítio de ligação à S-adenosil-L-metionina (SAM), sendo 

SAM a molécula doadora da metila que é transferida ao ácido nucleico. Esse sítio consiste em 

um loop rico em G, precedido uma região hidrofóbica (123). Posteriormente também foi 

identificada a atividade de guanililtransferase (GTase) nesse domínio (126). Essas três 

atividades da NS5 MTase são essenciais para o processo de capeamento do 5’-terminal do RNA 

genômico, que ocorre em quatro etapas (Figura 1.11 B).  

A primeira etapa da reação de capeamento é desempenhada pela NS3hel, e consiste na 

atividade RTPase do RNA de fita simples e polaridade positiva nascente, estando na estrutura 

inicial de RNA-trifosfato, pppAN, gerando ppAN e um fosfato inorgânico (Pi) (Figura 1.11 B). 

À extremidade 5’-difosfato RNA é transferida um monofosfato de guanosina (GMP) resultante 

da hidrólise de uma molécula de GTP, pela atividade GTase da NS5 MTase, formando RNA 

genômico capeado, GpppAN. Após o capeamento, a atividade de MTase procede de maneira 

sequencial na transferência de grupos metila em duas posições do RNA, utilizando SAM como 

doador do grupo metila (125) (Figura 1.11 B). A estrutura de cap-0 é gerada após a N-metilação 

no anel de purina do cap de guanilato, gerando m7GpppAN. Em seguida, a estrutura cap-1 é 

resultado de uma O-metilação na ribose do adenilato capeado, o primeiro nucleotídeo no 3’ da 

ponte trifosfato, formando a estrutura m7GpppAmN (123-125).   



 

24 
 

 

 

Figura 1.11 – Domínio MTase da NS5 e reação de capeamento dos flavivírus. 

A) Estrutura tridimensional e superfície molecular do domínio MTase, com o sítio de ligação 

ao SAM/SAH em laranja, o sítio de ligação ao GTP em azul, e o sítio catalítico em violeta. 

Fonte: Imagem obtida utilizando o software PyMOL Molecular Graphics System, versão 2.0, 

Schroedinger, LLC, e a estrutura coletada do banco de dados PDB, identificador: 3EVC. B) 

Sequência de aminoácidos do domínio MTase, indicando os resíduos localizados na estrutura 

tridimensional. C) Reações e produtos intermediários da formação de cap 1 dos flavivírus. 

Fonte: Adaptado de Dong et al., Antiviral Research, 2008 (127). 

 

O domínio MTase é dividido em três subdomínios: o subdomínio 1 que é a estrutura no 

N-terminal composta por uma hélice-volta-hélice, uma folha-β e uma α-hélice; o subdomínio 2 

que consiste no core catalítico, se enovela em folhas-β de 7 fitas, envolvido por 4 α-hélices; e 

o subdomínio 3 que é a estrutura C-terminal com uma α-hélice e duas folhas-β, e se localiza os 

subdomínios 1 e 2 (Figura 1.12 A e B). A especificidade da ligação entre a MTase e o RNA 

genômico ocorre por duas ligações de hidrogênio envolvendo o grupo amino da cadeia lateral 

do resíduo K 13 e com o oxigênio da cadeia lateral do N 17 que são conservadas entre flavivírus, 

com a ribose da guanina do cap. O grupamento hidroxila na extremidade 3’interage por ligação 

de hidrogênio com o grupo carbonila da cadeia principal da S 150 e com o grupamento amino 

da cadeia lateral do K 13. A especificidade para guanina é garantida pelas ligações de 

hidrogênio entre os grupos carbonila da cadeia principal dos resíduos L 16, N 17 e L 19 e o 

grupamento amino da nucleobase (128). Além disso, a base de purina do nucleotídeo se apoia 

contra o anel aromático do resíduo F 24 (124). A especificidade também é demarcada pelo fato 

de os primeiros nucleotídeos dos flavivírus serem conservados e, principalmente, pelas 
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estruturas secundárias igualmente conservadas da extremidade 5’ do RNA viral (129) (Figura 

1.12 C). 

 

 

Figura 1.12 - Os subdomínios da MTase e a interação com o RNA viral. A) Demarcação 

dos subdomínios determinados pela estrutura tridimensional do domínio MTase e B) Sequência 

de aminoácidos com a mesma delimitação. C) Resíduos de interação com o RNA genômico 

viral. As nucleobases estão representadas em amarelo e os resíduos em azul. Fonte: adaptado 

de Egloff et al. Journal of Molecular Biology, 2007 (128).  
 

 

Uma característica peculiar da MTase de flavivírus é que ela medeia duas reações de 

metilação, mas apresenta apenas um sítio de ligação ao SAM. Foram propostos dois 

mecanismos de formação de cap-1 no RNA viral, uma vez que os aceptores da metila são 

diferentes para a metilação N7 e a 2’O (125) (Figura 1.13). A primeira proposta descreve que 

o N7 da guanina do cap estaria posicionado perto do grupo metil da molécula de SAM, gerando 

o cap-0. Depois da metilação em N7, a porção m7Gppp se move para dentro da cavidade do sítio 

de ligação ao GTP. Essa ligação move o 2’-OH da ribose da adenina, primeiro nucleosídeo do 

genoma, para a proximidade do SAM para aceitar o grupo metil 2’O (128, 129). A segunda 

proposta é que as duas metilações sejam catalisadas por duas moléculas diferentes de MTase, 

mantendo a ordem sequencial de primeiro ocorrer a metilação em N7, a dissociação do RNA 

metilado da primeira molécula e a associação deste à uma nova MTase para ser metilado em 

2’O (130). 
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Figura 1.13 – Modelos de mecanismo para formação de estrutura cap-1 em flavivírus. 

A) Mecanismo que descreve uma única molécula como responsável pelos dois processos de 

metilação do RNA cap. B) Modelo de duas moléculas de MTase para obter a estrutura de cap-

1. Fonte: Adaptado de Dong et al., Antiviral Research, 2008 (127). 
 

 

A reação de metilação, como comentado anteriormente, utiliza uma molécula de SAM 

como doadora da metila. Essa reação gera um produto derivado do SAM que é a S-adenosil-L-

homocisteina (SAH). A conversão de SAM em SAH gera alterações conformacionais na 

MTase, nas quais as cavidades de ligação ao SAM/SAH e ao substrato diminuem 

consideravelmente (131). O mecanismo preciso de um ponto de vista estrutural ainda não foi 

completamente descrito, mas sabe-se que são necessárias outras mudanças conformacionais 

para a formação da estrutura de cap-1 do genoma viral.  

Os dois mecanismos propostos para o processo sequencial das metilações N7 e 2’O, 

demandam processos de associação e dissociação do substrato e de SAM/SAH. Na hipótese das 

metilações do RNA cap serem efetuadas por uma única molécula, é necessária a associação de 

uma primeira molécula de SAM e do GpppAN, a dissociação do produto da metilação SAH, e 
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uma dissociação parcial e reposicionamento significativo do substrato de RNA metilado 

m7GpppAN, com a base metilada de guanina ocupando o sítio de ligação ao GTP. Em seguida, 

é necessária a associação de uma nova molécula de SAM para a metilação em 2’O e, por fim, 

a dissociação do RNA com estrutura de cap 1, m7GpppAmN (128). Na segunda hipótese, os 

requisitos estruturais são os mesmos, exceto que a dissociação do substrato m7GpppAN após o 

primeiro evento de metilação deve ser total ao invés de parcial, e a associação deste substrato 

com outra molécula de MTase complexada à SAM (127).  

O capeamento do RNA viral é de suma importância, uma vez que o genoma viral é 

exposto no citoplasma da célula eucariota hospedeira. A estrutura capeada mimetiza a estrutura 

do RNA mensageiro (mRNA) celular que é translocado do núcleo após a transcrição somente 

se possuir um cap na extremidade 5’ e uma cauda poliadenilada na extremidade 3’. O RNA 

viral não possui uma cauda poliadenilada, porém a estrutura cap-1 evita o reconhecimento do 

ácido nucleico como non self, evitando a degradação. De fato, a metilação em N7 parece ter 

maior importância na estabilidade do RNA, protegendo contra a atividade exonucleolítica no 

sentido 5’-3’. Sem essa metilação, a estrutura de RNA GpppAN fica susceptível a hidrólise para 

(p)pAN e posterior degradação (132). O capeamento do RNA viral, GpppAN, foi determinado 

como essencial para iniciar a tradução, e a estrutura cap-0, m7GpppAN duplica a eficiência da 

tradução, enquanto a metilação apenas em GpppAmN não modula este processo (125). Por outro 

lado, a inibição da metilação em 2’O do RNA viral atenuou significativamente o vírus West 

Nile (WNV) (133), demonstrando que a metilação em 2’O não é dispensável e que a estrutura 

de cap-1 é fundamental para a manutenção da viabilidade do ciclo viral.  

A metilação em 2’O do RNA viral exibiu igualmente um papel no escape a resposta 

imune inata mediada por interferon (IFN) em alguns flavivírus (134). O RNA do WNV e o 

vírus da encefalite japonesa (JEV) que foram modificados para não carrear a metilação 2’O, 

exibiram uma ligação com o fator estimulado por IFN, IFIT1 (135-137). Essa interação 

prejudica o recrutamento de fatores celulares de iniciação da tradução, causando inibição 

seletiva da tradução do RNA viral (138).  

Além da atividade catalítica do domínio MTase, essa proteína está diretamente 

envolvida no escape da resposta imune do hospedeiro. O vírus da encefalite transmitida por 

carrapatos (TBEV) foi utilizado para estudar a atividade antagônica da proteína NS5 em relação 

ao IFN. Essa proteína se liga a um fator celular hScrib pelo domínio MTase formando um 

complexo que bloqueia a fosforilação de STAT1, que é uma etapa essencial para a continuidade 

da cascata de sinalização estimulada por IFN (139). Para o vírus da febre amarela, foi 

demonstrado que a proteína NS5 inibe a sinalização por IFN do tipo I (IFN-I) através de uma 

ligação com o fator de transcrição STAT2. Essa interação é estimulada pela fosforilação de 



 

28 
 

STAT1 induzida pela sinalização de IFN-I e uma poliubiquitinação de um resíduo de K do 

domínio MTase da NS5. A ligação entre NS5 e STAT2 inibe a função do complexo 

STAT1/STAT2 de estimular o envolvimento do fator ISGF3 com os fatores de transcrições 

estimulados por IFN, ISREs (140). Mais recentemente, foi demonstrado que a MTase do ZIKV 

antagoniza a produção de IFN-β (IFN-I), interagindo com o fator RIG-I, e inibindo a cascata de 

sinalização por esse fator. Além disso, o resíduo da tétrade catalítica D 146 desempenha um 

papel fundamental nesta função de repressão da via de sinalização por RIG-I (141).   

O domínio RdRp consiste nos dois terços N-terminal da proteína NS5 e desempenha a 

função de síntese de RNA viral (142). Inicialmente, sintetiza de novo uma fita de polaridade 

negativa de RNA a partir do RNA genômico de fita simples e polaridade positiva. A fita 

negativa de RNA é utilizada como molde para sintetizar uma nova fita simples de RNA de 

polaridade positiva que serviria seja para a tradução da poliproteína viral ou para 

empacotamento do nucleocapsídeo e formação de uma partícula viral (143).  

A estrutura do domínio RdRp é dividida em três subdomínios denominados fingers (do 

inglês, dedos), palm (do inglês, palma) e thumb (do inglês, polegar), em um formato que se 

assemelha a uma mão direita semi-aberta (Figura 1.12). Esses subdomínios carreiam sete 

motivos conservados identificados com as letras do alfabeto de A à G relacionados com ligação 

ao RNA, à NTP e à íons metálicos, além de catálise (144). A RdRp de flavivírus tem alças que 

conectam os subdomínios fingers e thumb e circulam totalmente o subdomínio palm, formando 

uma estrutura fechada, que é característica relacionada à atividade de síntese de novo (145). 

Essas alças incluem os motivos F e G que interagem com NTP (144) e com o molde de RNA 

(146). Portanto, esses dois motivos são altamente flexíveis, influenciando na conformação entre 

os subdomínios fingers e thumb, além de manter a arquitetura da RdRp durante a transição entre 

as conformações aberta e fechada, nas respectivas fases de iniciação e elongação (147, 148). O 

sítio ativo se localiza na interseção de duas fendas, a primeira está entre os fingers e o thumb e 

permite o acesso da fita simples de RNA molde ao sítio ativo. A segunda fenda é perpendicular 

à primeira e atravessa a proteína inteira (149).  

A síntese de novo consiste na polimerização que é iniciada sem a necessidade de uma 

sequência iniciadora. Esse processo se baseia na circularização do RNA viral, e é iniciado pelo 

pareamento entre o primeiro e o último nucleotídeo do RNA genômico, o ATP com o UMP, 

formando um primer de um nucleotídeo. Em seguida, o segundo nucleotídeo, GTP, pareia com 

o penúltimo nucleotídeo de citosina (CMP), formando assim, o primer pppAG. Esses 

pareamentos fornecem um complexo de iniciação estável e a primeira ligação fosfodiester entre 

ATP e GTP ocorre após a clivagem dos fosfatos α e β do ATP. O subdomínio thumb carreia 

uma alça projetada na cavidade catalítica que confere a especificidade de um ATP como 



 

29 
 

primeiro nucleotídeo genômico, denominado alça de priming por ter a função justamente de 

interagir com o ATP e iniciar a síntese de novo (150) (Figura 1.14).  

Após essa etapa da iniciação, a enzima adota uma conformação mais aberta para 

acomodar a dupla fita nascente de RNA. A partir disso, a enzima entra em uma fase processiva 

com incorporação contínua de NTP com complementaridade à base nucleotídica do RNA 

molde, resultando na fase de elongação da reação de polimerização. A hidrólise de nucleotídeos 

é dependente da ligação de íons metálicos no sítio ativo (150, 151) e de dois resíduos de D 

presentes nos motivos A e C que auxiliam na coordenação da transferência de nucleotídeos 

(143). Os motivos B e D estão envolvidos no controle da especificidade de NTP, e o motivo B 

ainda tem um papel na ligação e na translocação do RNA molde (152). O motivo E está 

localizado na saída do túnel de ligação a NTP e pode estar envolvido no posicionamento correto 

do ATP que compõe o primer de iniciação (153). Adicionalmente, a replicação do RNA viral é 

dependente de elementos estruturais da região que abrange a extremidade 5’UTR até parte do 

gene do capsídeo, e da região 3’UTR, que influenciam na ligação com o domínio RdRp e na 

atividade de iniciação de novo, atuando na circularização do genoma e na disponibilidade da 

região de ligação com a polimerase (143, 154). O domínio RdRp pode ter um papel secundário 

à sua atividade específica que possivelmente modula a produção de proteínas virais. Uma região 

de 80 resíduos nas posições 368-448 interage com o fator eucariótico de iniciação da tradução, 

eIF3L, cuja superexpressão potencializa a tradução e pode auxiliar no processo replicativo 

(155).  
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Figura 1.14 - Estrutura tridimensional da proteína NS5. A) Estrutura cristalográfica da 

proteína NS5, demarcando os domínios MTase e RdRp. O domínio MTase está representado 

em cinza, e o domínio RdRp está subdividido em thumb (vermelho), fingers (azul) e palm 

(verde). Em violeta, os seis motivos conservados relacionados à atividade de RdRp, e em preto, 

a alça de priming que participa na iniciação de novo da polimerização. Fonte: Imagem obtida 

utilizando o software PyMOL Molecular Graphics System, versão 2.0, Schroedinger, LLC, e a 

estrutura coletada do banco de dados PDB, identificador: 6QSN. B) Sequência do domínio 

RdRp da proteína NS5 com os domínios demarcados, e os motivos conservados de acordo com 

Duan et al. Viruses, 2019 (154). 

 

O domínio MTase exerce influência sobre a eficiência da atividade de RdRp, cujo 

mecanismo ainda não foi totalmente compreendido. A região MTase estimulou 

experimentalmente a iniciação da síntese de RNA de novo, por aumentar a afinidade entre NS5 

e RNA molde por estabilizar a ligação RdRp com o ácido nucleico e promover a formação 

correta do “túnel”. Assim, a NS5 MTase também promove a afinidade do ATP na composição 

do primer ppAG, resultando em uma maior eficiência catalítica da polimerase durante a fase de 

elongação (156). Além disso, uma interface de interação entre os domínios MTase e RdRp foi 
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descrita como essencial para a replicação de alguns flavivírus (157, 158). O conector entre os 

domínios atua como um giro para promover as diferentes conformações necessárias para o 

desempenho das atividades catalíticas e para as interações na interface entre domínios, e a sua 

flexibilidade revelou ser importante para a replicação (159, 160). 

 

 

1.3.4 Considerações sobre as alterações genômicas 

As alterações de aminoácidos que constituem a assinatura molecular das sequências do 

vírus da febre amarela detectada em cepas virais obtidas a partir de 2015 estão localizadas em 

regiões de relevância biológica nas proteínas C, NS3 e NS5. A mutação na proteína C está 

localizada na hélice α5, descrita como auxiliadora na arquitetura da partícula viral imatura 

durante a montagem no RE (86). De fato, o resíduo 108 está envolvido nas interações 

hidrofóbicas entre hélices α5 vizinhas (Figura 1.7 C) (84), e a alteração conservativa pode ter 

algum papel na distância entre hélices, consequentemente na estrutura da partícula viral, devido 

à diferença de tamanho das cadeias laterais da V e da I. Se essa mudança estrutural, de fato, 

ocorreria e o quanto ela influenciaria no processamento da partícula viral são questões em 

aberto. 

As duas alterações na proteína NS3 encontram-se no domínio protease, próximas à 

interação com o cofator da atividade catalítica, NS2B. Modelagem molecular comparativa do 

complexo NS2B-NS3 sugeriu que o resíduo na posição 1605 potencialmente engaja uma 

ligação adicional com a proteína NS2B, quando carreia o aminoácido K, da assinatura 

molecular. Portanto, especulou-se que a assinatura molecular tenha uma função de estabilização 

do complexo proteolítico (73) (Figura 1.16 A).  

As seis mutações restantes estão localizadas na proteína NS5, três no domínio MTase e 

três no domínio RdRp. As substituições dos resíduos da assinatura na MTase são 

semiconservativas e estão espacialmente próximas, em face à abertura do túnel por onde se liga 

o genoma viral. Dois dos resíduos da assinatura molecular na RdRp estão localizadas na 

superfície da proteína e uma, na posição 2803, está mais próxima do conector entre os domínios. 

A dinâmica molecular demonstrou que as seis substituições combinadas podem modular a 

eficiência catalítica da NS5, por estabilizar a conformação do loop conector (73) (Figura 1.16). 
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Figura 1.15 – Localização estrutural das alterações nas proteínas NS3 e NS5. 

A) Estrutura tridimensional da proteína NS3, evidenciando a localização e as interações dos 

resíduos D88 e K121. Em cinza, a proteína NS3 e em verde, a proteína NS2B. B) Estrutura 

tridimensional da proteína NS5. No painel de cima, a representação em cartoon da proteína 

com os domínios e os resíduos identificados. Em amarelo: sítio de ligação ao GTP; em verde: 

sítio de ligação ao SAM/SAH; em violeta: sítio catalítico; e em vermelho, os resíduos da 

assinatura molecular do YFV circulante. No painel de baixo, a superfície molecular demarcando 

em cinza escuro, a cavidade de interação com RNA nascente e, em vermelho, os resíduos de 

interesse. Fonte: Adaptado de Gómez et al., Journal of General Virology, 2018 (73). 

 

 

As proteínas NS3 e NS5 tem funções centrais e complementares no ciclo replicativo e 

interagem entre si durante o desempenho de suas atividades catalíticas, coordenando a 

replicação do RNA genômico (Figura 1.17). Essas proteínas formam o cerne do complexo 

replicativo composto por proteínas da célula hospedeira e pela maioria das proteínas virais não 

estruturais com domínios transmembranares e capacidade de remodelar a membrana do RE e 

criar uma cavidade vesicular onde ocorre a replicação genômica (161, 162). Além da interação 

entre essas duas proteínas, elas interagem com diversas proteínas do hospedeiro. Em células 

humanas, foram identificadas diversas proteínas que interagem com a NS3 e com a NS5, e até 
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mesmo com ambas. Essas proteínas detêm diferentes funções biológicas no tráfego celular, na 

ligação a RNA e na modulação de transcrição (163). 

 

 

Figura 1.16 – Atuação das proteínas NS3 e NS5 na replicação do RNA viral. 

A) Visão lateral e B) frontal do complexo NS3-NS5 durante a replicação genômica. Fonte: 

Brand et al., Wiley Interdisciplinary Reviews: RNA, 2017 (161). 
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2 Objetivos 

 

2.1 Objetivo geral 

Determinar o papel biológico dos polimorfismos de aminoácidos em NS3 e NS5 

detectados no YFV causador do surto ocorrido no Sudeste do Brasil iniciado em 2016. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

1. Estudar as diferenças fenotípicas em quatro isolados do YFV, da sub-linhagem 1E, 

carreando ou não os resíduos da assinatura molecular 2016-2019 em modelo de infecção 

celular de mosquitos e de mamíferos, além de avaliar neurovirulência em camundongos.  

2. Construir clones virais carreando ou não os resíduos da assinatura molecular 2016-2019 

em NS3 e NS5 individualmente e em combinação. 

3. Estabelecer a infectividade de YFV sintéticos em modelo de infecção celular e de 

camundongos.  

4. Determinar o efeito na atividade catalítica MTase dos polimorfismos de aminoácidos 

relacionados ao YFV circulante durante o surto iniciado em 2016. 
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3 Justificativa 

As proteínas não estruturais compõem em torno de dois terços do genoma dos flavivírus. 

Os vírus de RNA possuem maior susceptibilidade a erros na incorporação de nucleotídeos por 

não possuírem atividade de exonuclease. Entretanto, o ciclo de transmissão dos flavivírus 

envolve infecção de células de hospedeiros invertebrados e vertebrados. A heterogeneidade e 

complexidade de panoramas celulares entre vetores e hospedeiros, exerce pressão seletiva sobre 

a ocorrência de novas alterações na composição genômica desses vírus (167). Portanto, a taxa 

de substituição de nucleotídeos do YFV é estimada a 1,4 x 10-4 substituições/posição/ano, 

abaixo do observado para outros vírus de RNA que não tem transmissão vetorial (168, 169). 

Além disso, a diversidade genética também pode ser regulada pelas funções específicas tanto 

das proteínas estruturais quanto das não estruturais (170), embora nos estudos realizados com 

amostras YFV do surto se observe uma maior frequência de polimorfismos genéticos em 

proteínas não estruturais (66, 67, 73, 74). 

O presente trabalho visa estabelecer o papel funcional das variações de aminoácidos 

observadas nos genes NS3 e NS5 nas sequências que têm sido responsáveis por epizootias e 

casos humanos de febre amarela no Brasil, causando um surto sem precedentes desde a 

descoberta da vacinação, com pico de casos no ano de 2018 (57). Em 2016 começou um surto 

de febre amarela que acabou se tornando o maior no nosso país após a introdução da vacina na 

década de 1950. No período de 2015 a 2019 o Brasil registrou 2.259 casos da doença e 773 

óbitos, principalmente nas regiões Sudeste e Sul (57), atingindo também países vizinhos, como 

o Paraguai (64), o que resultou na alteração das zonas de recomendação de vacinação para febre 

amarela (61, 62).  

Este surto demonstrou que apesar de termos uma vacina eficiente contra o YFV, ainda 

existem desafios para podermos combater a doença, demonstrando a importância da vigilância 

genômica e dos estudos de caracterização de marcadores moleculares. A dispersão do YFV no 

Brasil desde 2015 tem sido acompanhada de alterações genômicas, em sua maioria, de um 

conjunto de nove aminoácidos (66, 73). Mutações genéticas podem influenciar em vários 

aspectos do ciclo viral de um arbovírus, seja na competência vetorial do artrópode, ou no fitness 

viral no hospedeiro, acarretando a dispersão em territórios ainda inexplorados com população 

de hospedeiros altamente susceptível (164-166).  

Diante de todo o conhecimento que se agrega em torno das proteínas e do genoma dos 

flavivírus, é de extrema importância investigar a assinatura molecular que primeiramente foi 

detectada em amostra viral de 2015 de Goiás (66) e que provocou o surto de YFV no Sudeste 

e Sul do Brasil (72, 73), atingindo também países vizinhos, como o Paraguai (64). Neste 

trabalho buscamos determinar se a composição genômica do vírus da febre amarela que circula 
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no Brasil tem algum papel no fitness viral, que pode contribuir para estudos de evolução 

molecular e dispersão desse vírus. Empregamos duas abordagens para essa caracterização: 

estudos de infecção em culturas celulares e camundongos de vírus isolados em diferentes 

momentos no Brasil, com e sem assinatura molecular, e utilização de genética reversa para 

melhor correlacionar as substituições genéticas no vírus da febre amarela selvagem com 

modulação das suas funções biológicas respectivas.  
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4 Produção científica 

A metodologia empregada e os resultados que cumprem os objetivos determinados desta 

tese serão expostos através das publicações em revistas indexadas decorrentes dos resultados 

obtidos. Esta tese gerou três artigos científicos, dos quais, dois foram publicados e um está 

submetido no periódico Virology Journal (artigo 2). Portanto, para melhor representar os dados, 

esta seção compreende duas subseções “Materiais e Métodos” e “Resultados” que se referem 

apenas aos resultados que ainda não foram publicados do artigo 2. O manuscrito no formato de 

submissão consta no anexo deste documento. 

 

4.1 Artigo 1: Biological characterization of yellow fever viruses isolated from non-

human primates in Brazil with distinct genomic landscapes 

 

Referência Bibliográfica: Nathália Dias Furtado, Lidiane de Menezes Raphael, Ieda 

Pereira Ribeiro, Iasmim Silva de Mello, Déberli Ruiz Fernandes, Mariela Martínez Gómez, 

Alexandre Araújo Cunha dos Santos, Mônica da Silva Nogueira, Márcia Gonçalves de Castro, 

Filipe Vieira Santos de Abreu, Lívia Carício Martins, Pedro Fernando da Costa Vasconcelos, 

Ricardo Lourenço-de-Oliveira e Myrna Cristina Bonaldo. (2022) Biological Characterization 

of Yellow Fever Viruses Isolated From Non-human Primates in Brazil With Distinct 

Genomic Landscapes. Front. Microbiol. 13:757084. doi: 10.3389/fmicb.2022.757084. 

 

Situação do manuscrito: Publicado. 

 

Sinopse do trabalho:  

Neste artigo, nós cumprimos os dois primeiros objetivos específicos da tese. Realizamos 

o estudo de infectividade dos quatro YFV isolados de amostras de PNH infectados no Brasil, 

PR4408, GO05, ES-504 e RJ 155, para tentar estabelecer uma relação entre fenótipo e as 

diferentes composições genéticas destas a mostras virais. Os isolados foram separados em dois 

grupos de acordo com a presença dos componentes da assinatura molecular característica de 

amostras virais do recente surto do Sudeste. Assim, denominamos de YFV 2000-2010, YFV 

sem assinatura molecular, e YFV 2016-2019, YFV com assinatura molecular.  

O YFV PR4408 foi isolado de um PNH durante o surto de 2008 no estado do Rio Grande 

do Sul, e o YFV GO05 se originou de um PNH no estado de Goiás em 2017. Esses dois isolados 

não carreiam os marcadores genéticos do vírus circulante, e compuseram o grupo YFV 2000-

2010. Os YFV ES-504 e RJ 155 foram isolados de PNH na região sudeste, nos estados do 

Espírito Santo e Rio de Janeiro, respectivamente. O primeiro foi isolado em 2017, durante a 
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ascensão de casos do mais recente surto de febre amarela, e o último foi isolado da última 

detecção do YFV no Rio de Janeiro, em 2019. Ambos carreiam a assinatura formando o grupo 

YFV 2016-2019. 

Desde o início do século XXI, a distribuição do vírus da febre amarela (YFV) tem se 

estendendo da bacia amazônica para as regiões Sul e Sudeste do Brasil, culminando em um 

surto sem precedentes que começou em 2016. Neste trabalho, estudamos quatro YFV isolado 

de primatas não humanos obtidos durante surtos nos estados do Rio Grande do Sul em 2008 

(PR4408), Goiás (GO05) e Espírito Santo (ES-504) em 2017, e Rio de Janeiro (RJ 155) em 

2019. Esses isolados apresentam diferenças genômicas principalmente distribuídas em 

proteínas não estruturais. Comparamos as taxas de infecção dos isolados em células de 

mamíferos e mosquitos e estudamos a neurovirulência em camundongos adultos. Os isolados 

RJ 155 e PR4408 YFV exibiram maior infectividade em células de mamíferos e neurovirulência 

em camundongos. Dentre as células de mosquito, Aag2, GO05 e PR4408 apresentaram as 

menores taxas de proliferação. Esses resultados sugerem que os isolados RJ 155 e PR4408 YFV 

carregam alguns marcadores genômicos que aumentam a infectividade em hospedeiros 

mamíferos. A partir dessa caracterização, foi possível contribuir para a descoberta de novos 

marcadores moleculares para a virulência do YFV. 
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4.2 Artigo 2: Amino acid polymorphisms on the Brazilian strain of yellow fever virus 

methyltransferase are related to the host’s immune evasion mediated by type I 

interferon 

 

Autores: Nathália Dias Furtado, Marta Pereira Santos, Iasmim Silva de Mello, André 

Schutzer Godoy, Gabriela Dias Noske, Glaucius Oliva, Bruno Canard, Etienne Décroly, Myrna 

C. Bonaldo. (2022). 

 

Situação do manuscrito: Artigo submetido a revistaViruses. 

 

Sinopse do trabalho: 

Esse trabalho apresentou um estudo focado nos resíduos da assinatura molecular do 

YFV circulante localizados no domínio MTase da proteína NS5. Sintetizamos YFV baseado no 

genoma do isolado ES-504 por genética reversa, e inserimos mutações sítio-dirigidas nos 

resíduos I 2607 V, R 2644 K e S 2679 G da MTase, revertendo, dessa maneira, as substituições 

acumuladas do YFV circulante. Obtivemos, então, dois YFV sintéticos, o YFV_2017, com 

assinatura molecular, e YFV/MTase_2010, sem os marcadores no domínio MTase. 

Portanto, nesse artigo, descrevemos a metodologia desempenhada para a obtenção de 

YFV sintético e o validamos como modelo de estudo de marcadores genéticos. Em seguida, 

avaliamos o fenótipo de infecção do vírus YFV/MTase_2010, em comparação ao YFV_2017. 

Observamos que o vírus sem os marcadores na MTase produz maiores placas de lise que o vírus 

selvagem. Entretanto, o YFV/MTase_2010 não apresenta cinética de replicação divergente do 

YFV_2017 em células Aag2 e HepG2. Ainda na caracterização in vitro, procedemos ao ensaio 

de inibição de replicação na presença de IFN-I e constatamos que o vírus YFV/MTase_2010 

apresenta menor sensibilidade à resposta antiviral mediada por essa citocina. Por fim, 

complementamos o fenótipo de infectividade com experimentação animal de neurovirulência, 

onde não observamos diferença nos parâmetros avaliados entre os vírus. Assim, em termos de 

fitness viral, a única diferença observada foi relacionada a inibição de replicação na presença 

de IFN-I. 

Adicionalmente, investigamos as possíveis diferenças estruturais. Inicialmente, 

utilizamos o sistema de vírus sintéticos para verificar diferenças na inibição da proliferação 

viral na presença de um análogo de SAM, Sinefungina, e não foi possível observar diferenças 

entre os vírus. Avaliamos a atividade enzimática de metilação em 2’O de RNA sintéticos 

m7GpppA(C)5. Constatamos que a MTase 2010 é mais fortemente inibida por análogos de SAM. 

Sendo assim, concluímos que pode existir uma alteração conformacional do sítio de ligação ao 
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SAM no vírus com assinatura molecular, porém essa não é suficiente para influenciar no fitness 

viral, no contexto do vírus inteiro. Portanto, sugerimos que a assinatura molecular do YFV 

circulante no domínio MTase está relacionada à um aumento de sensibilidade à resposta imune 

inata mediada por IFN-I. 
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4.2.1 Materiais e Métodos 

 

 

4.2.1.1 Modelagem molecular comparativa 

Para entendermos a disposição e o potencial impacto dos marcadores moleculares no 

domínio MTase da proteína NS5, modelamos o este domínio utilizando como protótipo o YFV 

isolado em 2017, ES-504 (GenBank: KY885000), usando o software Modeller versão 10.1 

(171).  

A busca por uma estrutura molde adequada para a modelagem comparativa foi realizada 

no servidor Swiss-model (172). A estrutura PDB do YFV vacinal complexada com S-adenosil-

L-homocisteína (SAH; 3EVB) (173) foi empregada como modelo, compartilhando 94,32 % de 

identidade com a sequência YFV 2017. A estrutura molde e as sequências alvo foram alinhadas 

utilizando a função “align2d” do Modeller. Cem modelos foram obtidos usando a rotina 

“automodel” do Modeller. Cada modelo foi otimizado usando o método de função alvo variável 

(VTFM) para 300 iterações e dinâmica molecular (MD) em modo lento. Todo o ciclo foi 

repetido duas vezes para garantir a conformação otimizada do modelo gerado.  

As estruturas modeladas resultantes foram classificadas de acordo com sua pontuação 

de energia proteica otimizada discreta (DOPE score), obtida no final do processo de modelagem 

molecular. A proteína modelada foi ainda avaliada pelo servidor SAVES v.6, utilizando as 

ferramentas PROCHECK para analisar o gráfico de Ramachandran, e ProSA para verificar a 

qualidade geral do modelo por meio do z-score (174, 175). O PyMOL Molecular Graphics 

System, Versão 2.0 Schrödinger, LLC, foi usado para visualização da estrutura. 

 

4.2.1.2 Extração de RNA e RT-PCR 

A obtenção do cDNA viral, a confirmação da integridade das sequências trabalhadas e 

da presença das mutações inseridas no domínio MTase foi realizada pela extração de RNA 

viral, amplificação por Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) e 

sequenciamento. A análise das sequências tem o objetivo de correlacionar as mutações com o 

aparecimento de CPE.  

O RNA viral foi extraído a partir de 140 µL de suspensão viral, segundo o protocolo do 

“QIAamp Viral RNA Mini Kit” (Qiagen). O RNA foi eluído em 60 µL de AVE (Qiagen) e 

estocado a -80 ºC em alíquotas de 20 µL para evitar repetidos ciclos de congelamento-

descongelamento e consequente degradação do RNA. 

A obtenção de cDNA foi realizada com a enzima transcriptase reversa SuperScript IV 

(Thermo Fisher Scientific) e com os iniciadores randômicos fornecidos no kit da transcriptase 

reversa. O cDNA foi amplificado segundo as reações na tabela 1. Os fragmentos amplificados 
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foram analisados por eletroforese em gel de agarose 0,8% e purificados para posterior 

sequenciamento na Plataforma Genômica – Sequenciamento de DNA-RPT01A – Rede de 

Plataformas Tecnológicas (FIOCRUZ). Confirmamos a presença das mutações por análise das 

sequências geradas com o software SeqMan da suíte Lasergene 11 (DNAstar). A mesma 

metodologia de RT-PCR foi utilizada para detecção de RNA viral em monocamada de células 

C6/36 transfectadas com o construto que não induziu efeito citopático.  

 

Tabela 1 - Reações de RT-PCR 
 

A) 

Reagentes Volume (µL) Condições da reação 

RNA 10 

65°C por 5 minutos seguidos de 

1 minuto de incubação em gelo 

úmido. 

Iniciadores randomicos 1 

dNTP 1 

Água livre de RNAse 1 

Volume final 13 

 

B)    

Reagentes Volume (µL) Condições da reação 

5X First-Strand Buffer 4 Temperatura Tempo 

0.1 DTT 1 25°C 10’ 

RNAse Inhibitor 1 55°C 10’ 

SuperScript III 1 70°C 10’ 

Volume Final 7 4°C ∞ 

 

C) 

Reagentes Volume (µL) Condições de ciclagem da reação 

GoTaq Master Mix Green 12,5 Temperatura Tempo Número de Ciclos 

Iniciador + 0,5 95°C 5’ 1 

Iniciador - 0,5 95°C 40’’ 

30 Água livre de RNAse 10,5 
TM 

específica 
40’’ 

cDNA 1 72°C 1 min/kb 

Volume final 25 72°C 10’ 1 

  4°C ∞  
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4.2.1.3 Sequenciamento nucleotídico 

O sequenciamento nucleotídico foi realizado com os produtos das reações de PCR 

previamente analisados por eletroforese, que foram purificados utilizando-se o “QIAquick PCR 

Purification Kit” (Qiagen). A reação de sequenciamento foi realizada utilizando o “BigDye 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit” (Applied Biosystems). As reações de sequenciamento 

foram preparadas em placas de 96 poços e a leitura foi realizada pela plataforma multiusuário 

de sequenciamento de DNA-RPT01A. As sequências obtidas foram analisadas no programa 

“SeqMan” (DNAStar Lasergene 8), e alinhadas com as sequências de referência desenhadas 

previamente. 

 

4.2.1.4 Cultura de células 

As células que foram utilizadas neste estudo são de linhagem epitelial de rim de macaco 

verde (Vero), de homogenato de larvas de mosquitos Aedes albopictus (C6/36) e Aedes aegypti 

(Aag2), e de hepatoma humano (HepG2). As células Vero foram cultivadas em meio de cultura 

Earle’s 199 suplementado com 5 % de soro fetal bovino (SFB; Cutilab), 0,25 % de bicarbonato 

de sódio (Sigma-Aldrich) e 40 mg/mL de gentamicina (Gibco). As células HepG2 foram 

mantidas em meio DMEM (Gibco) suplementado com 10 % de SFB e 0,1 % de aminoácidos 

não essenciais (NEAA; Gibco). Ambas as linhagens celulares foram cultivadas em estufa de 

atmosfera úmida com 5 % de CO2, a 37 °C.  

As células C6/36 foram cultivadas em meio de cultura Leibovitz’s L-15 (Sigma) 

suplementado com 5% de SFB, 10 % de caldo triptose (Gibco) e 40 mg/mL de gentamicina. As 

células Aag2 foram mantidas em meio Schneider’s Insect Medium (Gibco) suplementado com 

10 % de SFB e 1 % de coquetel Penicilina/Estreptomicina (Gibco). Essas células foram 

mantidas em estufa a 28 °C, em frascos totalmente vedados.  

 

4.2.1.5 Titulação por ensaio de placas 

A titulação por ensaio de placas é uma técnica utilizada para quantificar partículas virais 

infecciosas e consiste na quantificação de placas de lise formadas por partículas virais a partir 

de uma diluição seriada das suspensões virais de interesse.  

As células Vero foram semeadas em placas de 24 poços, com densidade de 50.000 

células/cm² em meio Earle’s 199 suplementado, e mantidas na estufa de atmosfera úmida com 

5 % de CO2, a 37 °C no dia anterior a infecção com as suspensões virais. A partir de 100 L da 

suspensão viral, foram realizadas diluições seriadas com fator de diluição de 10. O meio da 

cultura de células foi retirado e 100 µL de suspensão de cada diluição foram aplicados ao 
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respectivo poço com monocamada celular semi-confluente. As células permaneceram na estufa 

a 37°C, em atmosfera úmida com 5% de CO2 por uma hora, com agitação a cada 15 minutos, 

para a adsorção viral. Em seguida, os inóculos virais foram retirados e a monocamada foi 

coberta com 1 mL de meio Earle’s 199 suplementado contendo 2,4 % de carboximetilcelulose 

(CMC). Após 7 dias de incubação, as células foram fixadas com formaldeído 10 % durante 24 

horas, e coradas com cristal violeta 0,04 %. O título viral foi determinado pela contagem de 

placas de lise e ajuste dos fatores de diluição. Os títulos dos estoques virais de segunda 

passagem (2P) e dos sobrenadantes coletados para a cinética de replicação foram obtidos 

através desta metodologia. 

 

4.2.1.6 Síntese de clone infeccioso derivado do cDNA do YFV 

A metodologia empregada neste estudo foi baseada na estratégia desenvolvida para o 

clone infeccioso do vírus Zika Rio-U1 (176). O cDNA foi derivado do isolado de YFV ES-504 

(GenBank: KY885000). Este YFV foi isolado de um primata não humano pertencente à espécie 

Alouatta guariba clamitans no estado do Espírito Santo, sudeste do Brasil, em fevereiro de 

2017. O cDNA foi previamente obtido por RT-PCR e sequenciado, conforme a metodologia 

descrita acima (72, 73). 

Amplificamos o cDNA do YFV ES-504 para obter quatro fragmentos cobrindo todo o 

genoma e apresentando regiões sobrepostas. Os conjuntos de oligonucleotídeos iniciadores 

empregados para a obtenção dos 4 fragmentos de cDNA viral estão listados na Tabela 2. Os 

oligonucleotídeos para a amplificação dos fragmentos 2, 3 e 4 foram usados para inserir 

mutações silenciosas criando os sítios de restrição Mlu I, Kpn I e Spe I, permitindo a clonagem 

direcional em vetores plasmidiais. Na extremidade 5' do fragmento 1, fusionamos a sequência 

promotora de transcrição do bacteriófago SP6 para a etapa de transcrição in vitro, também 

adicionando um sítio de restrição Not I. O sítio de restrição EcoRI natural delimita a 

extremidade 3' do fragmento 1 e a extremidade 5' do fragmento 2. 

Os vetores plasmidiais usados para clonar todos os quatro fragmentos foram derivados 

de pBR322 e pCC1-4K. Inicialmente, tentamos clonar os fragmentos em pBR322, um vetor de 

baixo número de cópias, modificado pela inserção de um sítio de clonagem múltipla 

personalizado (MCS) carregando os sítios de restrição Not I, Nde I, Cla I, BssHII, EcoRI, Mlu 

I, Aat II, Kpn I, Nar I, ApaLI, Spe I e Xho I. Os fragmentos 1 e 3 foram clonados em Escherichia 

coli cepa Sure. Por outro lado, os fragmentos 2 e 4, contendo a porção do genoma que expressa 

sequências promotoras crípticas ativas e a extremidade 3’ do genoma, respectivamente, foram 

instáveis neste vetor. Assim, usamos o vetor de cópia única pCC1-4K (GenScript) para clonar 

esses dois fragmentos, igualmente modificado para conter um MCS com as enzimas Not I, Nde 
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I, Cla I, BssHII, EcoRI, Mlu I, Aat II, Kpn I, Nar I, ApaLI, Spe I e Nsi I. As construções de 

plasmídeo foram propagadas com sucesso em E. coli da cepa Epi300 (kit Transformax, 

Epicentre). As sequências do MCS de ambos os vetores plasmídicos estão listadas na Tabela 1. 

No final, obtivemos os seguintes plasmídeos: pBR322/1, pBR322/3, pCC1/2 e pCC1/4. 

A estratégia de montagem do genoma adotada neste trabalho é baseada no sistema de 

dois plasmídeos, onde um plasmídeo carreia as extremidades do genoma e outro plasmídeo, a 

parte central do cDNA. Por causa da instabilidade dos fragmentos 2 e 4, usamos o pCC1-4K 

para vetorizar estas regiões do genoma. Para isso, excisamos o fragmento 1 digerindo com as 

enzimas de restrição Not I e EcoRI (Promega) e ligamos no plasmídeo pCC1/4 digerido com 

os mesmos sítios de restrição, utilizando T4 DNA Ligase (New England Biolabs). Da mesma 

forma, os plasmídeos pBR322/3 e pCC1/2 foram digeridos com Mlu I e Kpn I (Promega) para 

excisar o fragmento 3 e cloná-lo no plasmídeo pCC1/2. Ambos os plasmídeos foram 

propagados em E. coli Epi300, recuperando os plasmídeos finais pCC1/1.4 e pCC1/2.3. 

O cDNA molde do genoma foi montado por ligação in vitro do fragmento 2.3 com o 

plasmídeo pCC1/1.4. Primeiro, o fragmento 2.3 e todo o plasmídeo pCC1/1.4 foram 

amplificados usando os conjuntos de oligonucleotídeos 1 e 2, listados na Tabela 2. Ambos os 

amplicons foram digeridos com EcoRI e Kpn I (Promega) e ligados com T4 DNA Ligase (New 

England Biolabs). O produto da ligação foi amplificado com o conjunto de oligonucleotídeos 3 

(Tabela 2) e posteriormente transcrito in vitro com SP6 RNA Polimerase, utilizando o kit de 

transcrição mMESSAGE mMACHINE SP6 (Ambion). 

Por fim, o RNA transcrito foi eletroporado em células C6/36 em cubetas de 0,2 mm com 

2 pulsos de 400 volts, capacitância de 25 µf e resistência de 800 Ω. As células transfectadas 

foram recuperadas em meio Leibovitz’s L-15 suplementado e foram incubadas a 28 °C por 7 

dias. No sétimo dia pós-transfecção, o sobrenadante celular foi coletado e utilizado para detectar 

o genoma viral por RT-PCR. 

Os estoques de suspensão viral utilizados neste estudo foram obtidos a partir da infecção 

de células C6/36, previamente semeadas a 80.000 células/cm² em frascos T-75, com 3 mL de 

sobrenadante celular coletado após a transfecção. Após 5 dias de incubação a 28 °C, o 

sobrenadante foi coletado, centrifugado a 4 °C, 700 x g por 10 minutos, filtrado com filtro de 

seringa de 0,22 µm e armazenado a -80°C. O RNA de estoques virais foi extraído usando o kit 

QIAmp Mini Viral RNA (Qiagen) e sequenciado. 

Para obter YFV derivado de clone infeccioso modificado no domínio NS5 MTase, 

inserimos 3 mutações, uma a uma, no plasmídeo pCC1/1.4 usando o kit de mutagênese sítio-

dirigida QuikChange II XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent). Os oligonucleotídeos 

utilizados para a reação de mutagênese estão listados na Tabela 2. As mutações consistiram na 
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substituições dos códons AGG (7944..7946), ATA (8056..8058) e AGC (8161..8163) por AAG, 

GTG e GGC, gerando as substituições de aminoácidos NS5 R101K, I138V e S173G, 

respectivamente. O plasmídeo mutante pCC1/1.4/MTase foi transformado em E. coli Epi300 e 

substituiu o pCC1/1.4 na metodologia de clone infeccioso descrita acima para recuperar o YFV 

mutado, referido como YFV/MTase_2010. Todas as etapas de clonagem de cDNA e 

recuperação viral foram confirmadas por sequenciamento genômico. 
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Tabela 2 - Sequências dos oligonucleotídeos iniciadores utilizados na metodologia do clone infeccioso e mutagênese sítio-dirigida 
 Oligonucleotídeo iniciador senso Oligonucleotídeo iniciador reverso 

Finalidade  Identificação Sequência (5' --> 3') Identificação Sequência (5' --> 3') 

Etapas de 

clonagem 

1(+) 
CGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGT

TTCGC 
1(-) 

CCAAATGTGTTTATTGCCTAGCAACTC

GATTTGCAGACC 

Fusionar o promotor de 

transcrição SP6 ao 

fragmento 1 

ICYFSP6 
ATTTAGGTGACACTATAGAGTAAATCCTG

TGTGCTAATTGAGGTGCATTGG 
2.1(-) 

TTGACCTCGGCATGAACATGTCACTCT

CTTCAA 
Obter o fragmento 1 

3(+) 
GAATGGAAGCTTCATCATCGATGGGAAG

TCCAGGAAA 
3(-) GAGAAAGGCCCCACGCGTGACGTGC Obter o fragmento 2 

4(+) GCACGTCACGCGTGGGGCCTTTCTC 4(-) 
TCTCAATTTTGCGGTACCTCTCGAGAC

GGCC 
Obter o fragmento 3 

5(+) 
GGCCGTCTCGAGAGGTACCGCAAAATTG

AGA 
5(-) 

GAGCCAGACGGACTAGTGGTTTTGTGT

TTGTCATCC 
Obter o fragmento 4 

MCS2(+) 

pCC1-4K 

GGCCGCCATATGATCGATGCGCGCGAATT

CACGCGTGACGTCGGTACCGGCGCCGTG

CACACTAGTATGCA 

MCS2(-) 

pCC1-4K 

TACTAGTGTGCACGGCGCCGGTACCG

ACGTCACGCGTGAATTCGCGCGCATC

GATCATATGGC 

Sítio múltiplo de clonagem 

inserido no pCC1-4K 

MCS3(+) 

pBR322 

GGCCGCCATATGATCGATGCGCGCGAATT

CACGCGTGACGTCGGTACCGGCGCCGTG

CACACTAGTC 

MCS3(-) 

pBR322 

TCGAGACTAGTGTGCACGGCGCCGGT

ACCGACGTCACGCGTGAATTCGCGCG

CATCGATCATATGGC 

Sítio múltiplo de clonagem 

inserido no pBR322 

Regeneração 

de vírus a 

partir do 

cDNA 

infeccioso 

Mlu(+) 
TTCACGCGTGACGTCGGTACCGCAAAATT

G 
Mlu(-) 

ACGCGTGAATTCCACACTCTGTTTGAG

AAC 

Conjunto de iniciadores 1 – 

amplificação do plasmídeo 

pCC1+1.4 

2.3(+) 
CGCGCGAATTCCTTCCAGATAGAAGAGTT

T 
2.3(-) 

TTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACG

ACG 

Conjunto de iniciadores 2 – 

amplificação do fragmento 

2.3 

ICYFSP6 
ATTTAGGTGACACTATAGAGTAAATCCTG

TGTGCTAATTGAGGTGCATTGG 
YFmelt65Rnew 

 AGTGGTTTTGTGTTTTTCGTCCAAAGG

TCTGCTTATTCTTGAGC 

Conjunto de iniciadores 3 – 

amplificação do cDNA 

molde viral 

Mutagênese 

sítio-dirigida 

NS5_R101K(+) 
GAGAAGTGAGTGGGGTCAAGGGATTCAC

CCTT 
NS5_R101K(-) 

AAGGGTGAATCCCTTGACCCCACTCAC

TTCTC 

Mutagênese na posição 101 

da proteína NS5 

NS5_I138V(+) 
CCATCGCCTTGAGCCGGTAAAGTGTGATA

CCCT 
NS5_I138V(-) 

AGGGTATCACACTTTACCGGCTCAAG

GCGATGG 

Mutagênese na posição 138 

da proteína NS5 

NS5_S173G(+) 
CTGTTGAGAAATGGTTGGGCTGTGGTGTT

GAAAGC 
NS5_S173G(-) 

GCTTTCAACACCACAGCCCAACCATTT

CTCAACAG 

Mutagênese na posição 173 

da proteína NS5 
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4.2.1.7 Fenótipo de placas de lise 

As células Vero foram semeadas em placas de 6 poços na densidade de 40.000 

células/cm², aproximadamente 24 h antes da infecção. Para cada vírus, três inóculos foram 

preparados com meio Earle’s 199 suplementado contendo 10 PFU, 20 PFU e 40 PFU em 0,2 

mL de suspensão viral. O sobrenadante da cultura foi completamente removido e 200 µL de 

inóculo viral foram adicionados à monocamada de células. Após 1 h de incubação a 37 °C e 5 

% de CO2 com agitação a cada 10 minutos, os inóculos foram descartados e as células foram 

cobertas com 3 mL de meio Earle’s 199 suplementado contendo 0,5 % de agarose (Invitrogen). 

As células então retornaram à incubadora a 37 °C e 5 % de CO2 por 7 dias, após os quais, as 

células foram fixadas com 5 mL de formaldeído a 10 % durante a noite e coradas com cristal 

violeta a 0,4 %. As imagens das placas foram adquiridas e foram analisadas usando o software 

ImageJ para medir as áreas da placa. Os resultados foram plotados em gráficos e analisados 

estatisticamente usando o software GraphPad Prism 8. Os testes estatísticos empregados foram 

Kruskal-Wallis com teste de comparação múltipla de Dunn. 

 

4.2.1.8 Cinética de replicação viral 

Utilizamos células Vero, HepG2, C6/36 e Aag2 em nosso estudo. As células Vero foram 

cultivadas a uma densidade celular de 40.000 células/cm² em meio Earle’s 199 suplementado e 

as células HepG2 foram semeadas a 60.000 células/cm² em DMEM suplementado. Ambas as 

linhagens celulares foram mantidas a 37 °C, com 5 % de CO2 e atmosfera úmida. As células 

C6/36 e Aag2 foram cultivadas a 80.000 células/cm² em meio Leibovitz’s L-15 e meio 

Schneider’s Insect Medium suplementados e foram incubadas a 28°C. 

As células foram semeadas em frascos T-25 com as respectivas densidades, 24 horas 

antes da infecção. Os vírus foram diluídos em meio apropriado para infectar as células com 

MOI de 0,02 em um volume final de 0,5 mL. O meio celular foi descartado e os inóculos foram 

adsorvidos na monocamada de células por 1 hora. Em seguida, a suspensão viral foi descartada, 

o meio celular apropriado foi adicionado à monocamada e as células foram incubadas por 5 

dias. Uma alíquota do sobrenadante celular foi coletada a cada 24 horas e titulada por ensaio de 

placa. Os títulos virais foram transformados em log10 e plotados em um gráfico de dispersão 

para análise. As análises estatísticas foram realizadas no software GraphPad Prism 8. 

 

4.2.1.9 Replicação viral na presença de interferon do tipo I (IFN-I) 

As células Vero foram cultivadas em placas de 24 poços com densidade de 50.000 

células/cm². No dia seguinte, as células foram tratadas com interferon (IFN) alfa (α; PBL Assay 

Science) e beta (β; R&D Systems) nas concentrações de 10 UI/mL, 50 UI/mL, 100 UI/mL e 
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1000 UI/mL por 6 horas antes da infecção. O sobrenadante celular foi removido e 100 µL de 

suspensões virais foram adicionados a MOI de 0,5. Após 1 h de incubação com agitação suave 

a cada 15 minutos, os inóculos virais foram descartados e as células foram cobertas com 0,3 

mL de meio de Earle 199 suplementado, também contendo as quatro diferentes concentrações 

de IFN. Após 48h de incubação a 37 °C e 5 % de CO2, os sobrenadantes foram coletados para 

titulação viral por ensaio de placa.  

Os títulos virais sob tratamento com IFN-α e IFN-β foram transformados em log10 e 

foram normalizados com os valores obtidos de células infectadas não tratadas. Este experimento 

foi realizado em três ensaios independentes para relevância estatística. Os dados foram 

analisados no software GraphPad Prism 8. Os valores de IC50 foram calculados a partir da 

função de regressão não linear fornecida pelo software ([Inhibitor] vs. normalized response – 

Variable slope). Os valores de IC50 de cada réplica foram analisados por One-Way ANOVA 

com o teste de comparação múltipla de Bonferroni. 

 

4.2.1.10 Inibição viral por Sinefungina 

Antes dos ensaios de inibição viral, as células HepG2 foram testadas quanto à 

viabilidade celular na presença de concentrações variando de 5 a 0,00032 µM de Sinefungina 

(Sigma-Aldrich). Portanto, as células foram semeadas em placas de 96 poços a uma densidade 

de 10.000 células/poço 24 horas antes do tratamento com Sinefungina. O meio de cultura celular 

foi descartado e 90 µL de meio DMEM suplementado com concentrações diluídas em série de 

5 vezes de Sinefungina foram adicionados às células. O tratamento foi realizado por 42 horas 

em incubadora apropriada, em seguida foram adicionados 10 µL de PrestoBlue Reagent 

(Thermo Fisher Scientific) a cada poço com células tratadas e não tratadas. As células foram 

incubadas por 30 minutos e então os valores de absorbância de cada poço foram obtidos a 570 

nm normalizados a 600 nm de comprimento de onda usando VersaMAX Microplate Reader 

(Molecular Devices). 

Um dia antes da infecção viral, células HepG2 foram semeadas em placas de 24 poços 

a uma densidade de 60.000 células/poço. Os vírus YFV_2017 e YFV/MTase_2010 foram 

diluídos para infectar células em MOI 0,1. O sobrenadante celular foi descartado e 50 µL das 

suspensões virais foram adicionados à monocamada, bem como 50 µL de meio DMEM 

suplementado com 4, 3, 1, 0,6, 0,12, 0,24 e 0 µM de Sinefungina. A adsorção ocorreu durante 

1 hora de incubação a 37°C, com atmosfera úmida e 5 % de CO2 com agitação a cada 15 

minutos. Após esta etapa, 400 µL de meio DMEM suplementado com as concentrações 

correspondentes de Sinefungina foram adicionados a cada poço. Os sobrenadantes celulares 

foram coletados após 42 horas de incubação a 37 °C, com atmosfera úmida e 5 % de CO2. A 
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quantificação das partículas virais foi realizada por titulação em ensaio de placa e os títulos 

virais foram usados para calcular os valores de IC50 no software GraphPad Prism 8 com o 

algoritmo de ajuste de regressão não linear [Inihibitor] vs. normalized response – Variable 

slope. Este experimento foi realizado em 4 réplicas, e os valores de IC50 obtidos em cada réplica 

foram analisados pelo teste T não pareado também no GraphPad Prism 8. 

 

4.2.1.11 Neurovirulência em camundongos da linhagem BALB/c 

Camundongos BALB/c foram adquiridos do Centro Multidisciplinar para Investigação 

Biológica na Área da Ciência em Animais de Laboratório (CEMIB), da Universidade Estadual 

de Campinas, São Paulo (UNICAMP). A experimentação animal foi realizada em estrita 

conformidade com o Guia do Conselho Nacional de Controle da Experimentação Animal 

(CONCEA). Os protocolos empregados foram aprovados pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal do Instituto Oswaldo Cruz (CEUA-IOC; licença L-034/2019).  

Grupos de 4 camundongos BALB/c jovens adultos (6 semanas de idade) foram 

inoculados intracerebralmente com 10³ PFU em um volume final de 30 µL de cada vírus. 

Camundongos não infectados do grupo Mock foram inoculados com o meio diluente em que 

os inóculos virais foram preparados (meio Earle’s 199 suplementado com 25 mM de HEPES e 

0,025 % de bicarbonato de sódio). Os camundongos foram anestesiados com Cetamina/Xilazina 

na dose de 100 mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente, administradas por via intraperitoneal antes 

da inoculação intracerebral.  

Os animais foram monitorados diariamente por 16 dias com avaliação dos sinais clínicos 

e aferição do peso. As pontuações clínicas foram estabelecidas para determinar o endpoint 

humano para a eutanásia de camundongos, conforme descrito na Tabela 3. Os sinais clínicos 

avaliados incluíram o percentual de perda de peso corporal, pelos eriçados, postura encurvada, 

baixa mobilidade, paralisia de membros posteriores, agressividade e distúrbios respiratórios. A 

eutanásia foi realizada com administração intraperitoneal de três vezes a dose previamente 

utilizada de Cetamina/Xilazina, seguida de deslocamento cervical. Esta experimentação foi 

reproduzida em quadruplicata, totalizando 16 animais infectados com cada amostra viral. 

Tempo médio de sobrevivência (TMS), porcentagem de mortalidade, escores clínicos e perda 

de peso corporal foram calculados e analisados no software GraphPad Prism 8. A análise 

estatística das curvas de sobrevida de Kaplan-Meier foi realizada pelo teste log-rank (Mantel-

Cox). 
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Tabela 3 - Avaliação de escores clínicos e determinação do endpoint humanitário. 

 

 

 

 

 

 

4.2.1.12 Expressão e purificação da proteína MTase 

Para os estudos de expressão e funcionais, a sequência correspondente ao domínio 

metiltransferase de YFV NS5 (aminoácidos 1-270) foi amplificada utilizando oligonucleotídeos 

específicos com Phusion DNA Polimerase e reagentes (Thermo Fisher Scientific). O amplicon 

foi obtido a partir do isolado ES-504 (GenBank: KY885000) e depois clonado no vetor 

plasmídico pETM-11/LIC com uma cauda His6-tag no N-terminal. O plasmídeo vetor foi 

modificado com a deleção da sequência conectora e do sítio de clivagem de TEV entre a cauda 

His6-tag e o domínio MTase por PCR com a Phusion DNA Polimerase. A variante que carreia 

os marcadores moleculares do YFV 2010 (R101K, I138V e S173G) foi obtida por meio de 

mutagênese sítio-dirigida utilizando o kit de mutagênese sítio-dirigida QuikChange II XL 

(Agilent). Os primers de amplificação e mutagênese estão listados na Tabela 2. 

Os domínios MTase de tipo selvagem e mutante foram expressos em E. coli C2566 

pRARE2 (NEB). As bactérias foram cultivadas em Terrific Broth a 37°C até a densidade óptica 

a 600 nm (DO600) atingir 0,6. A expressão da proteína foi induzida por 1 mM de IPTG 

Observação Escore 

Peso corporal 

Perda de 5-10%  1  

Perda de 10-15%  2  

Perda de 16-20%  3  

Perda de 20% ou mais  EUTANÁSIA  

Aspecto do pelo 

Levemente eriçado  2  

Evidentemente eriçado  3  

Respiração  

Respiração acelerada (taquipneia)  1  

Respiração com dificuldade (dispneia) 3 

Complicações clínicas 

Tensão durante manuseio 1 

Tremores, ruídos para respirar, agressão, vocalizações 3 

Movimentos repetitivos indicando dano neurológico EUTANÁSIA 

Mobilidade 

Marcha e postura anormais (levemente encurvados, atividade 

reduzida) 
1 

Marcha e postura altamente anormais (evidentemente 

encurvados, atividade moderadamente reduzida) 
2 

Mobilidade somente após estímulo, isolamento, letargia 3 

Nenhuma atividade por mais de 24 horas EUTANÁSIA 
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(isopropil-β-D-tiogalactopiranosídeo) e 2% de etanol a 17°C durante a noite. As células foram 

então recuperadas por centrifugação de alta velocidade. Os pellets bacterianos de uma cultura 

de 1 litro foram ressuspensos em tampão de lise (Tris-HCl 50 mM [pH 8], NaCl 300 mM, 

glicerol 10%, mercaptoetanol 1 mM, lisozima 0,25 mg/mL, DNase 10 µg/mL , 1 mM PMSF, 1 

mL/10 mL BugBuster Protein Extraction Reagent [Novagen]). Após 30 minutos de incubação 

a 4°C, as células foram sonicadas e clarificadas por centrifugação. O sobrenadante foi passado 

através de uma resina Sepharose (Chelating Sepharose Fast Flow IMAC [GE]) com níquel 

imobilizado para purificação por cromatografia de afinidade metálica (IMAC). A eluição foi 

feita em Tris-HCl 50 mM (pH 8,0), NaCl 300 mM, imidazol 250 mM e glicerol a 10%. 

Após purificação, o tampão foi trocado por diálise para um tampão final composto por 

10 mM de HEPES-NaOH (pH 7,5), 500 mM de NaCl, 5% de glicerol e 1 mM de DTT 

(ditiotreitol). A proteína purificada foi então analisada em gel desnaturante de acrilamida 

12,5%. As proteínas foram concentradas e armazenadas a -80°C após adição de glicerol até 

uma concentração final de 50%. 

 

4.2.1.13 Ensaio de deslocamento térmico 

As proteínas MTase purificadas foram diluídas para a concentração de 0,5 mg/mL em 

25 µL de tampão de armazenamento de proteína. SYPRO Orange Fluorescente Dye (Bio-Rad) 

foi diluído 500 vezes em tampão. Em seguida, a reação foi preparada com 21,5 µL de proteína 

diluída e 3,5 µL de corante diluído. O termociclador (Bio-Rad TFX8016) executou uma reação 

com as seguintes configurações: uma retenção inicial de 2 minutos a 25 °C, aumentando em 

incrementos de 1 °C até uma temperatura final de 95 °C, com uma retenção de 2 minutos. 

 

4.2.1.14 Ensaio de atividade da MTase  

Os ensaios enzimáticos foram realizados em Tris-HCl 40 mM (pH 8,0), DTT 1 mM, 

[3H]SAM 0,1 µM (PerkinElmer) e 1,9 µM de SAM na presença de RNA sintético 0,7 µM com 

m7GpppAC5. Os domínios MTase purificados foram adicionados a uma concentração final de 

0,1 µM. Para determinar os parâmetros enzimáticos, as concentrações de SAM e RNA variaram 

em uma faixa de 0 a 3 µM, conforme indicado na legenda da Figura 8. Os ensaios de competição 

de MTase ocorreram em condições semelhantes às descritas acima, exceto para a concentração 

final de YFV MTase nas reações que foi de 0,5 µM. 

As misturas de reação foram incubadas a 30 °C e paradas após 30 min por uma diluição 

de 10 vezes da mistura de reação em água gelada Milli-Q. As amostras foram então transferidas 

para filtros de celulose DEAE (PerkinElmer) usando Filtermat Harvester (Packard 

Instruments). Antes de uma etapa final de secagem, o [3H]SAM não incorporado foi lavado 
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dos filtros DEAE com fumarato de amônio 10 mM (pH 8,0), com H2O e com etanol absoluto. 

Por fim, os filtros foram colocados em sacos plásticos com fluido de cintilação BetaplateScint 

(Wallac) e selados. Os grupos [3H]metil transferidos para substratos de RNA foram 

quantificados em contagens por minuto usando um contador de cintilação líquida Wallac 1450 

MicroBetaTriLux. Os valores de IC50 de análogos de SAH, sinefungina e cap foram 

determinados com o software GraphPad Prism 8 usando a equação log (inhibitor) versus 

response – Variable slope. 
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4.2.2 Resultados 

 

4.2.2.1 Análise tridimensional dos marcadores moleculares na MTase 

Um estudo anterior sobre o YFV circulante 2016-2019 explorou pela primeira vez a 

assinatura molecular em análises computacionais da estrutura tridimensional das proteínas 

virais NS3 e NS5 (73). Aqui, reproduzimos a metodologia de modelagem comparativa, focando 

exclusivamente no domínio MTase, para revisar a localização estrutural e potencial influência 

dos três resíduos característicos do YFV 2016-2019, que causaram o surto no Sudeste do Brasil. 

Assim, modelamos o domínio MTase da proteína YFV 2016-2017 NS5 por homologia, 

utilizando a estrutura cristalográfica da YFV 17D MTase (PDB: 3EVB), compartilhando 

94,32% de identidade e 100% de cobertura, estrutura molde. 

A assinatura molecular YFV 2016-2019 na MTase consiste nos resíduos R, I e S nas 

posições 101, 138 e 173 da proteína NS5, respectivamente. Esses resíduos são adjacentes com 

distâncias entre os Cα de aproximadamente 10 Å entre os aminoácidos 101 e 138, e 138 e 173. 

Esses aminoácidos não estão diretamente envolvidos na ligação ou interações catalíticas; no 

entanto, eles estão mais próximos do sítio de ligação do doador de metila (SAM) (Figura 3.1). 

Também utilizamos o software PyMOL para inserir as três alterações de aminoácidos 

na estrutura, revertendo esses resíduos para os correspondentes no YFV circulante entre 2000-

2010, aqui denominada como MTase 2010. As substituições foram de arginina (R) para lisina 

(K) na posição 101, isoleucina (I) para valina (V) na posição 138, e serina (S) para glicina (G) 

na posição 173. Todas as mudanças de resíduos são conservadoras e têm pouco impacto na 

estrutura tridimensional da MTase. Ressalta-se que os resíduos de MTase 2010 foram 

substituídos por resíduos com cadeias laterais mais longas. Por exemplo, o resíduo de arginina 

na posição 101 da MTase 2017 possui um grupo amino adicional na cadeia lateral, em relação 

ao aminoácido de lisina presente na MTase 2010. Além disso, o resíduo de isoleucina na 

posição 138 da MTase 2017 tem um grupamento metila adicional em relação a cadeia lateral 

da valina na MTase 2010. As cadeias laterais mais longas podem potencialmente reduzir a 

distância entre os aminoácidos 101 e 138, perturbando o sítio de ligação ao SAM (Figura 3.1). 
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Figura 4.1 - Localização dos marcadores moleculares do YFV 2016-2019 no domínio NS5 

MTase. 

O domínio MTase da proteína NS5 foi modelado por homologia com base na sequência do 

YFV selvagem isolado ES-504 (GenBank: KY885000) e nos dados cristalográficos da MTAse 

do YFV 17D (PDB: 3EVB), gerando o modelo MTase 2017. As mutações foram inseridas 

utilizando o PyMOL, gerando o modelo MTase 2010. Os modelos são representados no 

desenho com suas respectivas superfícies moleculares. Os sítios de ligação a GTP (azul) e a 

SAM (amarelo) estão destacados, assim como o sítio catalítico (roxo) responsável pelas reações 

de transferência de metila (metiltransferase) e os resíduos que compõem a assinatura molecular 

do YFV 2016-2019 (vermelho). 

 

 

4.2.2.2 Regeneração de YFV derivados do clone infeccioso 

Obtivemos vírus infecciosos usando a metodologia de clone infeccioso para determinar 

se a assinatura molecular YFV 2016-2019 no domínio MTase da proteína NS5 influencia na 

replicação viral. O genoma do isolado selvagem de YFV, ES-504, foi amplificado em quatro 

fragmentos diferentes por RT-PCR. Todos os fragmentos foram projetados para carrear sítios 

de restrição únicos em suas extremidades para clonagem direta e posterior montagem do cDNA 

genômico. O primeiro fragmento também foi fusionado à sequência promotora do bacteriófago 

SP6 para transcrição in vitro. Cada fragmento foi clonado individualmente em vetores 

plasmidiais, e em seguida, foram fusionados para conter o genoma completo em dois 

plasmídeos: pCC1/1.4 e pCC1/2.3. Esses plasmídeos foram usados para obter o vírus sintético 
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derivado do YFV ES-504, YF_2017, após tratamento de restrição seguido de ligação de DNA, 

amplificação por PCR do cDNA modelo, transcrição in vitro e transfecção em células C6/36 

(Figura 3.2A). A recuperação viral foi confirmada pela detecção por qRT-PCR com 1,28 x 108 

cópias de RNA genômico/mL. 

A validação do YFV_2017 como um vírus infeccioso comparável à sua cepa parental 

ES-504 foi realizada em duas etapas. Primeiro, comparamos a morfologia da placa do vírus 

sintético e do vírus parental. Embora a placa de lise do YFV ES-504 tenha apresentado maior 

heterogeneidade em medida de área, não houve diferença significativa em relação ao 

YFV_2017 (P = 0,213) (Figura 3.2B). Em seguida, avaliamos a cinética de crescimento viral 

em quatro linhagens celulares: duas derivadas de hospedeiros mamíferos (Vero e HepG2) e 

duas derivadas de mosquitos (Aag2 e C6/36). A replicação viral em todas as linhagens celulares 

foi semelhante sem significância estatística (Figura 3.2C-F). Portanto, concluímos que o vírus 

derivado de clone infeccioso YFV_2017 é um modelo adequado para estudar o efeito de 

mutações no YFV. 
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Figura 4.2 - Regeneração e avaliação do vírus da febre amarela sintético. 

(A) Estratégia para a montagem do genoma do YFV. O genoma foi dividido em 4 fragmentos 

e reagrupado em dois plasmídeos principais contendo as extremidades (pCC1/1.4) e a parte 

central (pCC1/2.3) do cDNA viral. As setas pretas numeradas de 1 a 3 representam os pares de 

oligonucleotídeos iniciadores utilizados nas rodadas de amplificação antes da transcrição in 

vitro do cDNA molde. (B) Morfologia da placa de lise do YFV ES-504 parental e do vírus 

derivado de clone YFV_2017. As áreas das placas de lise foram medidas no software ImageJ e 

os resultados foram plotados e comparados no GraphPad Prism 8, com o teste de Mann-

Whitney. (C-F) Curvas de crescimento em diferentes linhagens celulares: HepG2 (C), Vero (D), 

Aag2 (E) e C6/36 (F). Os títulos virais foram transformados em log10 e plotados no GraphPad 

Prism 8. As análises estatísticas foram aplicadas a cada ponto coleta do sobrenadante das células 

infectadas usando o teste T não pareado para comparar os títulos virais de YFV ES-504 e 

YFV_2017. 
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4.2.2.3 Caracterização do YFV mutante no domínio MTase 

Para estudar os efeitos dos marcadores moleculares do YFV 2016-2019 no domínio NS5 

MTase, inserimos mutações no plasmídeo pCC1/1.4, alterando os três resíduos de aminoácidos: 

R101K, I138V e S173G. Este plasmídeo mutado foi utilizado para montar o cDNA viral 

completo e regenerar a variante YFV/MTase_2010. A recuperação viral foi confirmada por 

qRT-PCR com 2,27 x 108 cópias de RNA genômico/mL. Os efeitos deste conjunto de mutações 

na virulência foram investigados em culturas de células e camundongos BALB/c. 

Primeiro, comparamos a morfologia das placas de lise dos vírus YFV_2017 e 

YFV/MTase_2010 (Figura 3.3). Embora ambos os vírus apresentassem em geral placas de lise 

pequenas, observamos tamanhos de placas de lise maiores no YFV/MTase_2010 que no vírus 

sintético parental YFV_2017, com diferenças estatisticamente significativas (P < 0,0001). 

 

 

Figura 4.3 - Fenótipo de placas de lise dos vírus YFV_2017 e YFV/MTase_2010. 

As áreas das placas de lise foram medidas no software ImageJ, plotadas no GraphPad Prism 8 

e comparadas pelo teste de Mann-Whitney. As linhas vermelhas representam o valor das 

medianas das áreas das placas de lise. **** representa significância estatística de P < 0,0001. 

 

Comparamos ainda a capacidade dos vírus YFV_2017 e YFV/MTase_2010 de replicar 

em células de hepatoma humano (HepG2) e de mosquitos Aedes aegypti (Aag2) (Figura 3.4). 

Em células HepG2, o YFV/MTase_2010 tendeu a replicar menos que o YFV_2017, até três 

dias pós-infecção. No entanto, apenas no segundo dia pós-infecção detectamos diferença 

estatística entre as variantes do YFV (P = 0,0361). Após o quarto dia pós-infecção, o 

crescimento viral de YFV_2017 e YFV/MTase_2010 tornou-se quase indistinguível. Ao 

contrário, não foram observadas diferenças estatísticas nas células Aag2 durante todo o 

experimento. 
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Figura 4.4 - Curvas de replicação viral dos vírus YFV_2017 e YFV/MTase_2010 

Em (A) células HepG2 infectadas e (B) células Aag2. Os títulos virais foram transformados em 

log10 e plotados no GraphPad Prism 8. As análises estatísticas foram aplicadas a cada ponto de 

tempo usando o teste T não pareado para comparar os títulos virais de YFV_2017 e 

YFV/MTase_2010. O asterisco em (A) representa a significância estatística com P = 0,0361.  

 

Considerando a capacidade dos flavivírus de escapar à resposta imune inata mediada 

pelo interferon (IFN) e que a proteína NS5 interage direta e indiretamente com essa via, 

avaliamos se as alterações de aminoácidos poderiam interferir na sensibilidade do YFV ao IFN 

tipo I. Tratamos células Vero com 1000, 100, 50 e 10 UI/mL de IFN-α e IFN-β por 6 h; em 

seguida, infectamos essas células com YFV_2017 e YFV/MTase_2010 em MOI 0,5. Após a 

adsorção viral, as células foram incubadas com as mesmas concentrações de IFN por 48 h. Os 

títulos virais em cada condição de cultura foram calculados e transformados em log10 foram 

analisados por regressão não linear para calcular IC50 (Figura 3.5). 

YFV_2017 foi mais sensível aos tratamentos com IFN-α e IFN-β, apresentando valores 

de IC50 menores que YFV/MTase_2010 (Figura 3.5). O IC50 do YFV_2017 foi de 115,4 UI/mL 

e 26,66 UI/mL para IFN-α e IFN-β, respectivamente, e do YFV/MTase_2010 foi de 693,6 

UI/mL e 126,6 UI/mL sob tratamento com IFN-α e IFN-β, respectivamente. 
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Figura 4.5 - Efeito do tratamento de células com interferon do tipo I na proliferação viral. 

(A) A regressão não linear da replicação viral na presença de diferentes concentrações de IFN-

α e (B) IFN-β para YFV_2017 e YFV/MTase_2010. Os dados foram analisados no GraphPad 

Prism 8.  

 

Finalmente, avaliamos a virulência viral por meio de um teste de neurovirulência em 

um modelo de camundongo. Camundongos BALB/c foram inoculados intracerebralmente com 

10³ PFU de cada vírus e monitorados diariamente quanto à perda de peso corporal e sinais 

clínicos da doença. Tanto o YFV_2017 quanto o YFV/MTase_2010 provocaram 100% de 

letalidade no nono dia após a inoculação. O tempo médio de sobrevida dos camundongos 

inoculados com YFV_2017 e YFV/MTase_2010 foi de 7,2 ± 0,7 e 6,9 ± 0,9 dias, 

respectivamente. As curvas de sobrevida foram comparadas estatisticamente pelo teste Log-

rank (Mantel-cox) e não foram significativamente diferentes (P = 0,4224). Da mesma forma, o 

desfecho da doença e a perda de peso corporal foram semelhantes entre os dois grupos (Figura 

3.6).  
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Figura 4.6 - Neurovirulência em camundongos BALB/c inoculados com YFV_2017 e 

YFV/MTase_2010. 

(A) Curvas de sobrevivência de Kaplan-Meier dos grupos de animais inoculados com cada vírus 

e meio de cultura (Mock). (B) Tabela sumarizando os resultados obtidos das curvas de 

sobrevida (TMS = tempo médio de sobrevida). (C) Medidas de peso corporal ao longo dos 16 

dias após a inoculação. (D) Escores clínicos dos animais até a eutanásia.  

 

 

4.2.2.4 Inibição in vitro pela Sinefungina 

Para aprofundar o estudo sobre a influência dos marcadores moleculares do YFV 2016-

2019, testamos a inibição do crescimento viral por um análogo de nucleosídeo S-adenosil-L-

metionina (SAM), a sinefungina. As células HepG2 foram infectadas com YFV_2017 e 

YFV/MTase_2010 na presença de diferentes concentrações de sinefungina por 42 h, em seguida 

os sobrenadantes das células infectadas foram coletados e utilizados para quantificação viral 

por ensaio de placas. Os títulos virais foram transformados em log10 e usados para calcular os 

valores de IC50. Os resultados mostraram que a sinefungina inibiu igualmente os dois vírus com 

log10 dos valores de IC50 de 4,634 µM ± 0,752 e 3,787 µM ± 0,498 para YFV_2017 e 

YFV/MTase_2010, respectivamente (Figura 3.7). Embora nenhuma diferença significativa 
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tenha sido observada, YFV/MTase_2010 tende a ser um pouco mais sensível ao análogo de 

SAM. 

 

 

Figura 4.7 - Replicação viral na presença de sinefungina. 

(A) Regressão não linear da atividade viral na presença da molécula inibidora. Cada ponto 

representa o resultado de quatro experimentos de inibição independentes. A regressão não linear 

foi realizada com o algoritmo [Inhibitor] vs. normalized response – Variable slope do 

GraphPad Prism 8. (B) Médias dos valores de IC50 e comparação por teste T não pareado, 

indicando a ausência de diferenças significativas entre os vírus (P = 0,1792). 

 

 

4.2.2.5 Expressão de proteínas e atividade enzimática 

O domínio MTase da proteína NS5 do YFV 2016-2019 e uma variante carreando as três 

mutações R101K, I138V e S173G foram expressos em E. coli C2566 pRARE2. Ambas as 

isoformas foram purificadas por IMAC e testadas para identificar as diferenças de estabilidade 

e função entre MTase 2017 e MTase 2010 (Figura 3.8). Após a purificação da proteína, 

realizamos um ensaio de deslocamento térmico e determinamos as temperaturas de fusão (Tm) 

de ambas as MTases. Observamos que as mutações não influenciaram a estabilidade da 

proteína, e ambas as Tm das proteínas estão em torno de 40 °C (Figura 3.8B). 

Para avaliar a influência das mutações na atividade da MTase, comparamos a atividade 

enzimática de ambas as proteínas usando RNA sintético capeado e curto (m7GpppAC5), para 

determinação de Km após ajuste da curva de Michaelis-Menten (Figura 3.8C-D). Enquanto os 

valores de Km para o substrato de RNA foram semelhantes para ambas as proteínas, os valores 

de Km para o doador de metila (SAM) foram aumentados para MTase 2017, indicando uma 

menor afinidade para o SAM (Figura 3.8D). 
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Figura 4.8 - Expressão e atividade de MTase. 

(A) SDS-PAGE das proteínas purificadas MTase 2017 e MTase 2010. (B) Ensaio de 

deslocamento térmico das duas variantes de MTase, com suas respectivas temperaturas de 

fusão. (C-D) Ajuste da curva de Michaelis-Menten das atividades de MTase e os valores de Km 

usando concentrações variadas de RNA ou SAM (D). 

  

Investigamos ainda o efeito das mutações determinando a inibição de ambas as variantes 

de MTase por S-adenosil-L-homocisteína (SAH), o subproduto natural da reação de 

metiltransferase, e pelo inibidor alostérico sinefungina (Figura 3.9). Os dois inibidores 

competitivos demonstraram inibir mais eficientemente a MTase 2010 que a MTase 2017. 

Embora não houvessem diferenças estatísticas, a divergência entre a inibição da MTase 2010 e 

MTase 2017 foi mais pronunciada após o tratamento com sinefungina (P = 0,35, para SAH, e 

P = 0,2, para sinefungina). Esses resultados mostram que as mutações podem interferir na 

interação entre a MTase e o doador de metila, SAM, o que é importante para o turnover da 

reação.  
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Figura 4.9 - Ensaio enzimático de competição com as isoformas MTase 2017 e MTase 2010 

na presença de análogos de SAM. 

(A) inibição de MTase por SAH e (B) Sinefungina. Os valores de IC50 estão nas tabelas 

correspondentes abaixo dos gráficos. 

 

 

4.2.3 Discussão e Conclusões 

 

 A discussão e as conclusões obtidas a partir dos resultados descritos acima estão 

expostas no anexo II, e foram revisitadas nas seções “Discussão” e “Conclusões” dedicadas à 

discussão de todos os resultados obtidos nesta tese.  
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4.3 Artigo 3: Phenotypic and genetic studies of the viral lineage associated with the 

recent yellow fever outbreak in Brazil 

 

Referência Bibliográfica: Nathália Dias Furtado, Mariela Martínez Gómez, Iasmim 

Silva de Mello, Déberli Ruiz Fernandes, Myrna Cristina Bonaldo. (2022). Phenotypic and 

genetic studies of the viral lineage associated with the recent yellow fever outbreak in 

Brazil. Viruses. doi: 10.3390/v14081818. 

 

Situação do manuscrito: Publicado. 

 

Sinopse do trabalho: 

Nesse artigo, nós concluímos os objetivos restantes da tese, utilizando YFV sintéticos 

com as seguintes composições: YFV_2017, carreando a assinatura molecular, 

YFV_NS3_2010, sem os marcadores na NS3pro, YFV_NS5_2010, sem os marcadores na 

proteína NS5, e YFV_NS3/NS5_2010, sem a assinatura molecular nas proteínas não 

estruturais.  

Definimos os fenótipos de infectividade de cada YFV utilizando as técnicas de tamanho 

de placas de lise, cinética de replicação em células de mosquito e de mamíferos, sensibilidade 

a IFN-I e neurovirulência, como empregadas no artigo 1, sobre os YFV isolados. Observamos 

que, nestes aspectos, a assinatura molecular apenas na proteína NS3 não influenciou 

substancialmente no fitness viral. Enquanto os marcadores na proteína NS5 modularam a 

infecção em modelo celular, aumentando a cinética de replicação em células de insetos. Da 

mesma maneira, os vírus sem a assinatura molecular na proteína NS5, ou seja, YFV_NS5_2010 

e YFV_NS3/NS5_2010, apresentaram maior resistência ao tratamento com IFN-I. Entretanto, 

esses marcadores não modularam a neurovirulência do YFV em camundongos BALB/c 

inoculados intracerebralmente. Portanto, com esses resultados, concluímos que a assinatura 

molecular do YFV circulante é mais sensível ao mecanismo de resposta imune inata mediada 

por IFN-I, e apresenta maior replicação em células de mosquitos Aedes. 

Diante disso, é interessante investigar o efeito dessas alterações em sistema mais 

complexo que em modelo celular, infectando tanto mosquitos vetores quanto animais 

susceptíveis. Nesse trabalho, ainda testamos a infectividade desses YFV em modelo de 

camundongos imunossuprimidos, com depleção dos receptores de IFN-I, AG129. Observamos 

que os animais inoculados com o vírus YFV_2017 tem uma taxa de sobrevivência em torno de 

80%, enquanto os que receberam a mesma dose com os vírus sem assinatura molecular em NS5 

apresentam 100% de mortalidade. Interessante que todos os animais inoculados com o vírus 

YFV_NS3_2010 sobreviveram até o final do tempo de acompanhamento, com sinais clínicos 
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mais brandos. Portanto, considerando todos os resultados, podemos sugerir que a assinatura 

molecular conferiu menor virulência em hospedeiros mamíferos, e que os marcadores em NS3 

permitiram a infecção em animais susceptíveis, tendo potencialmente surgido como fator de 

aumento de virulência nestes hospedeiros, uma vez que os marcadores em NS5 restringiram 

significantemente a infecção em AG129, assim como em células Vero e HepG2. 
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5 Discussão 

A diversidade genética da linhagem SA-I do YFV é, notavelmente, regida pela 

variabilidade das cepas brasileiras, que estão subdivididas em clados agrupados 

geograficamente e temporalmente (44). Observa-se que o YFV tem apresentado uma migração 

contínua em direção ao litoral e ao sul do país desde o início do século, sendo essa dispersão 

protagonizada pela sub-linhagem moderna 1E, da linhagem SA-I (49). A circulação silenciosa 

e majoritariamente enzoótica, restrita às regiões Norte e Centro-Oeste, do YFV no Brasil do 

século passado contrasta com o elevado número de PNH e humanos infectados com o vírus, 

inclusive em regiões consideradas livres da doença. Essa diferença é, certamente, multifatorial, 

mantendo a sub-linhagem 1E um papel crucial na disseminação e dispersão viral (74). 

Estudos de biodiversidade e de condições climáticas e geográficas, apontam um 

conjunto de fatores que levaram a maior dispersão e desencadeamento do surto de febre amarela 

no Brasil entre 2016 e 2018. Comprovou-se que as regiões de áreas florestais ou fragmentos 

florestais cercados de pastagens foram as mais afetadas e consideradas como maior risco, no 

Brasil (177-180). Além disso, as populações de vetores silvestres tiveram um aumento em 

densidade durante o período em que ocorreu o surto, contribuindo para a velocidade da 

dispersão viral em direção ao sudeste brasileiro, ao infectarem PNH susceptíveis da região (58, 

177). Outro fator importante são as alterações climáticas ocasionadas pelo próprio aquecimento 

global, assim como fenômenos naturais como El Niño, La Niña e desastres ecológicos (58). 

Estudos correlacionaram o início do surto com o aumento de temperatura, ocasionando períodos 

de seca, seguidos de chuva (181, 182). Entre os principais fatores que ocasionaram a dispersão 

da febre amarela, a cepa circulante poderia ser determinante para alcançar maior dispersão 

espaço-temporal (74).  

Até o presente momento, o período de maior circulação desta sub-linhagem viral 

ocorreu a partir do surto iniciado em 2016, tendo o pico de casos entre final de 2017 e meados 

de 2018. A provável origem deste surto foi a introdução do YFV do Centro-Oeste, seguindo 

duas rotas em direção aos estados do sudeste, uma que se origina no estado de Minas Gerais, 

dispersando para os estados do Espírito Santo e Rio de Janeiro; e outra rota por onde o YFV foi 

introduzido no estado de São Paulo, disseminando para o Rio de Janeiro (66, 67). Estudos 

moleculares identificaram que o vírus circulante a partir de 2016 da sub-linhagem 1E apresenta 

um conjunto de alterações genéticas características (72, 73). Neste trabalho, nosso principal 

objetivo foi tentar correlacionar variações genéticas, em especial as associadas a polimorfismo 

de aminoácidos ocorrentes no YFV que provocou os surtos epidêmicos no presente século, com 

um potencial incremento de virulência viral. 
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 A contribuição destas variações na poliproteína viral para a magnitude do surto e a 

disseminação do YFV não tinha sido ainda avaliada. Essa tese teve por principal propósito 

estabelecer a função do conjunto de variações observadas no vírus que protagonizou o surto no 

sudeste do Brasil em 2016-2018 e segue circulando no país (64).  

Nós tentamos responder ao questionamento sobre a possível modulação da infectividade 

viral por essas alterações genéticas utilizando modelos de infecção celular e animal. Utilizamos 

células Vero, HepG2, C6/36 e Aag2. Os dois primeiros modelos celulares são derivados de 

mamíferos, representantes de espécies susceptíveis à infecção pelo YFV. Da mesma maneira, 

as células C6/36 e Aag2 são derivadas de mosquitos do gênero Aedes, gênero este do qual 

pertence uma espécie de mosquito vetor da forma urbana da febre amarela.  

As células Vero, originárias de rim de macaco verde africano, são suscetíveis à infecção 

por arbovírus e amplamente utilizadas para estudos de isolamento e ensaios de placas (183). 

Células Vero são hipodiplóides e se proliferam de maneira não tumorigênica, podendo ser 

cultivadas para produção de massa viral gerando menos contaminantes de debris celulares, 

sendo assim utilizadas para produção de vacinas (183). Além disso, as células dessa linhagem 

têm em homozigose, uma deleção no cromossomo 12 que as torna incapazes de produzir 

interferon  e 1, do cluster de interferon I (IFN-I) que tem função antiviral (184). Essa deleção 

as torna suscetíveis a diversos agentes patogênicos, entre eles, os flavivírus.  

Assim como as células Vero, as células C6/36 são susceptíveis à infecção por flavivírus. 

Essa linhagem de células foi estabelecida de homogenato de larvas de mosquito Aedes 

albopictus, um dos potenciais vetores de transmissão do vírus FA (185). Células de 

invertebrados infectadas com arbovírus apresentam atividade antiviral através de RNAi e das 

vias de sinalização Toll, JAK/STAT e Imd/Jnk. A permissividade das células C6/36 aos 

arbovírus deve-se à ausência de siRNA típicos da imunidade mediada por RNAi (186).  

Em contraste, as células Aag2 foram derivadas de homogenato de larvas de mosquitos 

da espécie Aedes aegypti, que possuem resposta imune similar aos mosquitos em si (187, 188). 

As células HepG2 foram isoladas de hepatoma humano, sendo assim, provenientes de um tecido 

pelo qual o YFV tem tropismo durante a disseminação em hospedeiros humanos (42). Estas 

células possuem um número modal de 55 cromossomos, têm morfologia de epitélio e proliferam 

de maneira não-tumorigênica (189). As células HepG2 produzem citocinas e IFN- de maneira 

constitutiva (190, 191), ao contrário das células Vero. Portanto, a atividade antiviral do IFN- 

em HepG2, assim como a capacidade de resposta imune presente nas células Aag2, pode 

restringir a proliferação in vitro, acentuando as diferenças na capacidade replicativa dos YFV. 

Em se tratando de modelo animal para o estudo da virulência dos YFV estudados, 

procedemos à inoculação de camundongos das linhagens BALB/c e AG129. Para avaliar a 
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neurovirulência dos YFV, realizamos a inoculação intracerebral de camundongos BALB/c. 

Este procedimento é amplamente utilizado para avaliar YFV, sendo um teste clássico de 

virulência para YFV. Esta via de inoculação de YFV é altamente letal em camundongos, 

induzindo uma taxa de 100 % de mortalidade após 10 dias da inoculação, em média, em 

camundongos Swiss e BALB/c (192, 193). Para avaliar a virulência a partir de inoculação 

subcutânea, utilizamos um modelo susceptível à infecção; os camundongos AG129, deficientes 

na resposta por IFN-α, β e γ, componentes importantes na resposta antiviral inicial do 

organismo. Este modelo tem sido empregado em uma série de estudos importantes em ZIKV e 

YFV, onde se observa alta letalidade (194-196). 

Além dos ensaios de virulência, avaliamos a capacidade desses YFV de resistir à 

resposta mediada por IFN-I. Essas citocinas secretadas por células eucariotas de mamíferos 

possuem um papel fundamental na defesa contra infecções virais. Moléculas de IFN-I são 

produzidas pelas células a partir da detecção de padrões non-self (197, 198). No caso dos 

flavivírus, a resposta imune inata é desencadeada pelo reconhecimento do RNA viral pelos 

fatores citoplasmáticos RIG-I e MDA5, culminando na produção de IFN-I (199). Após a 

secreção, as citocinas interagem com os receptores celulares IFNAR, desencadeando uma 

cascata de sinalização mediada pela transdução de sinal via JAK-STAT, induzindo a expressão 

de diversos genes com funções imunorreguladoras e antivirais (200).  

Parte das proteínas não estruturais dos flavivírus desempenham funções de antagonismo 

à resposta imune desencadeada por IFN-I para estabelecer infecção bem-sucedida em 

mamíferos. A proteína NS5 de diversos flavivírus foi demonstrada como a antagonista mais 

ativa e potente da sinalização de IFN-I apresentando, entretanto, mecanismos diferentes para a 

inibição entre as espécies de flavivírus. Especula-se que, por ser a maior proteína não estrutural 

e por ser produzida em excesso em células infectadas, esta proteína poderia ter uma maior 

possibilidade de adquirir funções adicionais (201). Tendo em vista que os marcadores 

moleculares estudados neste trabalho estão, em sua maioria, localizados em proteínas não 

estruturais, e especialmente, na proteína NS5, optamos por avaliar o antagonismo da resposta 

mediada por IFN-I em células Vero. Como mencionado acima, estas células são deficientes na 

produção de IFN-I, porém possuem os receptores IFNAR e os demais componentes da cascata 

de sinalização funcionais. Ao tratar as células com IFN-I, a resposta imune inata mediada por 

estas citocinas foi montada, de maneira controlada, para avaliar o antagonismo desses YFV. 

A primeira abordagem que desenvolvemos consistiu na caracterização de quatro vírus 

isolados de PNH infectados no Brasil. Dois desses isolados não carreavam os marcadores 

moleculares do vírus associado ao surto do Sudeste em 2016-2018, os vírus PR4408 e GO05. 

O primeiro foi isolado em 2008 durante um surto anterior de menor magnitude que atingiu PNH 
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em diferentes regiões do sudeste e sul do Brasil, incluindo Rio Grande do Sul (RS), onde foram 

coletadas as amostras para isolamento do PR4408. O isolado GO05 foi derivado de amostra 

coletada de PNH em 2017, ou seja, durante o surto, no estado de Goiás (GO), no centro-oeste 

do país. A identificação desse vírus sem os marcadores genéticos característicos durante o surto 

em 2017, na região de transição, por onde o vírus atravessou para atingir os estados do Sudeste, 

provou que existiu uma co-circulação dessas duas variantes da sub-linhagem 1E (66). Os outros 

dois isolados possuíam a assinatura molecular característica que surgiu na época do surto no 

Sudeste, os vírus ES-504 e RJ 155. O isolado ES-504 foi derivado de amostras de um PNH 

infectado no estado do Espírito Santo (ES), em 2017 (72). Por outro lado, o vírus RJ 155 foi 

isolado de um PNH que veio a óbito no estado do Rio de Janeiro (RJ), em 2019, quando já não 

havia um número massivo de notificações de febre amarela no Sudeste. De fato, esta foi a última 

notificação de circulação do YFV no Sudeste, portanto, após três ciclos de transmissão (63). 

Esses dois últimos isolados fazem parte da rota de dispersão que iniciou no Centro-Oeste e 

seguiu pelos estados de Minas Gerais (MG), Espírito Santo e Rio de Janeiro, por onde seguiram 

a rota da região costeira da cadeia montanhosa Serra do Mar (66). 

Os quatro vírus isolados foram comparados quanto à infectividade em células de 

mosquitos (C6/36 e Aag2) e células de PNH e humanos (Vero e HepG2, respectivamente). Em 

complementariedade aos ensaios de infectividade para determinar os efeitos dos marcadores 

genéticos na virulência viral, os isolados também foram avaliados quanto à neurovirulência em 

camundongos BALB/c inoculados intracerebralmente. Além disso, comparamos a capacidade 

de escape à resposta imune inata antiviral mediada por IFN-I.  

Os resultados indicaram que o vírus RJ 155, que carreava a assinatura molecular, e o 

vírus PR4408, que não carreava esses marcadores, apresentaram maior infectividade em células 

de mamíferos, maior neurovirulência e maior resistência aos efeitos estimulados por IFN-I. 

Comparando as sequências genômicas desses dois isolados, observamos que a maioria dos 

polimorfismos, além dos evidenciados na assinatura molecular 2016-2019, estão localizados 

em proteínas não estruturais, mas não encontramos nenhum marcador em comum. Portanto, 

não foi possível relacionar algum marcador com efeito na virulência viral ou no escape a 

resposta antiviral. Isto indica que os fenótipos desses dois YFV isolados não refletem uma 

correlação entre marcadores genéticos e virulência do YFV, nos modelos estudados, 

pertencentes ao subclado 1E. Mediante esses resultados, procedemos a comparações entre vírus 

sem assinatura molecular, agrupados como YFV 2000-2010, e entre os vírus que carreavam a 

assinatura, YFV 2016-2019.  

Os isolados do grupo YFV 2000-2010 possuem quatro marcadores distintos cada um, 

que não ocorrem nos dois representantes do grupo YFV 2016-2019. Os quatro marcadores do 
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vírus PR4408 poderiam estar relacionados ao fenótipo observado, ou seja, menor infectividade 

em células Aag2, em contraste com maior infectividade em células de mamífero e maior 

neurovirulência. Por outro lado, os quatro marcadores do vírus GO05 é que poderiam estar 

associados ao fenótipo mais atenuado. Desse modo, não foi possível associar quaisquer destes 

marcadores moleculares com as diferenças observadas nos nossos estudos de infecção. Na 

reconstrução filogenética, observamos que estes dois isolados são filogeneticamente mais 

distantes que os outros dois isolados do grupo YFV 2016-2019. Portanto, a comparação de vírus 

coletados geograficamente (região sul e região centro-oeste) e temporalmente distantes (nove 

anos de diferença entre as datas de coleta), pode não cumprir o objetivo de determinar relação 

entre marcador genético e fenótipo. Portanto, dentro do grupo YFV 2000-2010, não foi possível 

determinar o papel de nenhum dos oito marcadores na modulação da virulência do vírus da 

febre amarela. Por outro lado, quando comparamos PR4408 e RJ 155, foi possível associar a 

maior virulência destes vírus, nos modelos de mamíferos estudados nesta tese, com diferentes 

conjuntos de marcadores de variações de aminoácidos na poliproteína precursora viral. 

Portanto, a modulação da virulência pode ser potencialmente dada por um ou mais marcadores 

genéticos variáveis. 

Em contraste, os vírus do grupo YFV 2016-2019 foram ambos coletados no Sudeste, 

com diferença de dois anos entre as datas de coleta. A mesma reconstrução filogenética revelou 

que os vírus ES-504 e RJ 155 apresentam uma relação filogenética mais próxima que os vírus 

do grupo YFV 2000-2010. Dessa forma, foi possível tirar conclusões quanto ao efeito de 

marcadores genéticos no fenótipo viral. Identificamos seis alterações genéticas no isolado RJ 

155, inexistentes no isolado ES-504, distribuídos nas proteínas C (1), NS1 (1), NS3 (1) e NS5 

(3) que poderiam estar associadas ao aumento na virulência.  

Observamos dois fatos notáveis: a) a maioria dos marcadores foram mapeados em 

proteínas não estruturais e b) metade dessas alterações estão agrupadas na proteína NS5. Além 

disso, a maioria dessas diferenças genômicas são sinônimas, ou seja, não alteram a composição 

de aminoácidos. É importante considerar, que dois terços do genoma codificam proteínas não 

estruturais, e a maior delas é a proteína NS5. Portanto, se o processo de substituição ocorresse 

completamente ao acaso, haveria maior chance de surgirem mutações nas regiões gênicas de 

proteínas não estruturais. Por outro lado, sabe-se que as proteínas estruturais estão fisicamente 

mais expostas a receptores e interações primárias com os hospedeiros e vetores que as proteínas 

não estruturais. Assim, a pressão seletiva sobre essas proteínas deve ser maior para que o vírus 

mantenha a capacidade de infectar os tipos celulares de ambos os hospedeiros, artrópodes e 

primatas. As proteínas não estruturais atuam principalmente no RE durante a replicação e 

interagem com proteínas intracelulares dos hospedeiros (121, 202). 
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A única diferença entre o YFV RJ 155 e o YFV ES-504 observada em um gene estrutural 

está localizada na hélice α5 da proteína do capsídeo, bem próxima à sequência de 

reconhecimento para a clivagem pela protease viral, NS2B-NS3. A alteração consiste na 

substituição de um resíduo de glutamina (Q) por um resíduo de arginina (R), acrescentando 

carga positiva à região. É possível que esta substituição module de alguma forma, a clivagem 

entre as três α-hélices que formam a proteína C madura e a hélice de ancoragem α5. Essa 

modulação precisa ser coordenada com a clivagem pela signal peptidase entre as extremidades 

C-terminal da hélice α5 e N-terminal da proteína estrutural prM, para que esse resíduo, de fato, 

contribua com o fenótipo virulento apresentado pelo isolado RJ 155 (203).  

A substituição na proteína NS1 tem caráter conservativo e se localiza no domínio 

denominado α/β-wing. Esse domínio está relacionado com a interação da NS1 com proteínas 

de membrana do RE, direcionando o enovelamento correto da NS1. Essa proteína interage com 

o complexo replicativo, assim como com fatores localizados no lúmen do RE, controlando a 

taxa de replicação de RNA (204, 205). A substituição do resíduo de ácido glutâmico (E) para 

um resíduo de ácido aspártico (D), por si só, pode não exercer o efeito que resulta no fenótipo 

observado para o vírus RJ 155, mas pode consistir em um efeito sinérgico com as demais 

alterações. O marcador do isolado RJ 155 na proteína NS3 é o único que consiste em uma 

substituição não conservativa, de um resíduo E para um resíduo de glicina (G). Esse resíduo 

está localizado em uma região de loop no domínio II da NS3hel. A seleção de um resíduo de G 

pode ter conferido maior flexibilidade para a região, porém as implicações funcionais são mais 

difíceis de serem inferidas.  

As três alterações do vírus RJ 155 são semi-conservativas e estão localizadas no domínio 

“palma” da RdRp. Uma está em uma região de estrutura flexível de loop, e as duas outras estão 

em α-hélices. Essas duas últimas estão na região do “fundo da palma” da RdRp, entre os dois 

motivos mais conservados das RdRp de vírus RNA, que é uma região variável entre vírus 

transmitidos por diferentes hospedeiros. As variações dessa região podem apresentar pouca 

influência na função catalítica da RdRp, porém estão envolvidas com a adaptação à 

hospedeiros, possivelmente por ser uma região exposta a interação com solventes e outras 

moléculas do hospedeiro (206). Assim, podemos concluir que o vírus RJ 155 adquiriu um 

repertório de alterações que o tornaram mais virulento em sistema celular e em cérebro de 

camundongos. Portanto, os seis marcadores moleculares podem ter influência no aumento do 

fitness viral e da virulência do YFV. Este primeiro estudo forneceu um vislumbre da 

variabilidade fenotípica e potenciais moduladores da virulência de vírus dessa sub-linhagem 

que circularam em tempos e zonas geográficas diferentes. 
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Quanto à assinatura molecular, nessa primeira abordagem foi possível correlacionar 

fenótipo viral com esses marcadores quando comparamos a taxa de replicação em células de 

mosquito Aag2. Os vírus do grupo YFV 2000-2010 apresentaram menores títulos que os vírus 

do grupo YFV 2016-2019 nesse sistema. Entretanto, é necessário aferir o quanto que esse efeito 

seria reproduzido na natureza, em sistemas mais complexos como nos mosquitos vetores. Para 

isso, seria ideal inocular mosquitos silvestres dos gêneros Sabethes e Haemagogus e avaliar os 

fatores de competência vetorial. 

Os vírus isolados, além das alterações de aminoácidos que consideramos neste estudo, 

possuem variações nucleotídicas sinônimas. Este tipo de mutações podem afetar diversos 

aspectos moleculares que também influenciam o fenótipo, incluindo modificações de 

transcrição (207), iniciação de tradução (208, 209), alongamento de tradução (210), precisão de 

tradução (211), estabilidade de RNA (212), estrutura de RNA e enovelamento (208, 213), 

frequência de uso de códons, influenciando igualmente na eficiência do ciclo replicativo viral 

(214, 215).  

Considerando este cenário de variação inerente do vírus, nós optamos por avaliar o 

impacto destes marcadores moleculares utilizando uma abordagem mais controlada, a 

tecnologia de clones infecciosos por genética reversa. Nós sintetizamos YFV a partir da 

sequência do isolado ES-504, e utilizamos este clone infeccioso, denominado IC YFV 2017, 

para inserir mutações nas proteínas NS3 e NS5, revertendo os marcadores genéticos de interesse 

para os códons do vírus circulante entre 2000-2010. Os vírus sintéticos resultantes foram 

denominados YFV_2017, YFV_NS3_2010, YFV/MTase_2010, YFV_NS5_2010 e 

YFV_NS3/NS5_2010, e submetidos aos mesmos ensaios utilizados na caracterização de 

aspectos da virulência dos isolados selvagens do YFV, além de experimentação animal para 

avaliação de infectividade em camundongos susceptíveis, AG129, e aferição de atividade 

enzimática do domínio funcional MTase da proteína NS5. Os resultados obtidos permitiram 

obter conclusões quanto ao papel biológico da assinatura molecular nas proteínas não 

estruturais. 

Os polimorfismos na proteína NS3 do YFV circulante no surto 2016-2019 foram 

inicialmente relacionados com aumento de estabilidade entre o cofator NS2B e o domínio 

NS3pro, por modelagem molecular (73). Esse efeito foi experimentalmente confirmado, 

quando foi realizado um ensaio de estabilidade com o complexo NS2B-NS3pro carreando 

apenas o resíduo de lisina (K) na posição 121. Entretanto, esse complexo apresentou menor 

processividade na atividade proteolítica. Por outro lado, o complexo NS2B-NS3pro que possui 

somente o resíduo D 88 apresenta um aumento de eficiência catalítica em relação ao complexo 

que carreia os dois marcadores, e diminuição de estabilidade estrutural (101). Assim, postula-
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se que esses dois resíduos tenham um efeito sinérgico e que a alteração D 88 possa ter surgido 

apresentando maior atividade proteolítica, cujo declínio de estabilidade tenha sido compensado 

pelo marcador K 121, que poderia ter sido selecionada como uma mutação compensatória. 

De fato, duas sequências de 1988 e 1989 obtidas de amostras em Trinidad e Tobago 

(GenBank: MW158345 e MW158346, respectivamente), e três sequências africanas de Uganda 

2005 e 2010, e da Etiópia (GenBank: AY968065, JN620362 e DQ235229, respectivamente), 

apresentam o marcador D 88, tendo como resíduo na posição 121, R, mas nenhuma sequência 

do YFV disponível no banco de dados GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) 

apresenta o marcador K 121 sem a presença do resíduo D 88, em um levantamento recente 

(27/01/2022). Além disso, sequências de amostras provenientes da Angola possuem os dois 

marcadores D 88 e K 121 (73). Diante dessas informações, podemos sugerir duas conclusões:a) 

primeiramente, a seleção positiva desses marcadores na linhagem do vírus do leste/centro 

africano e na linhagem SA-I ocorreu de maneira independente; e b) a identificação de 

sequências dessas duas linhagens com o marcador D 88, sem o marcador K 121, sugere que o 

aumento de eficiência proteolítica ocasionado pelo resíduo D 88 tenha contribuído para a 

seleção deste marcador e da alteração compensatória K 121.  

As comparações experimentais dos vírus sintéticos YFV_2017 (D 88; K 121) e 

YFV_NS3_2010 (E 88; R 121) mostraram que os marcadores em NS3pro não influenciaram 

substancialmente na infectividade nos quatro tipos celulares ou na resistência ao IFN-I, nem na 

neurovirulência em camundongos, com letalidade total dos animais. Entretanto, quando 

infectamos camundongos AG129 por via subcutânea, ambos os vírus apresentaram um alto 

grau de atenuação com YFV_NS3_2010 não provocando a morte dos animais, enquanto o 

YFV_2017 causou 80% de mortalidade. Estes resultados indicam que as variações em NS3 não 

estariam modulando a virulência neste modelo de infecção. 

A assinatura molecular do YFV circulante na proteína NS5 consiste em seis 

substituições, distribuídas nos domínios MTase (3) e RdRp (3). Uma análise prévia desses 

marcadores por modelagem molecular comparativa da proteína NS5, localizou as alterações no 

domínio MTase no início da fenda catalítica e as do domínio RdRp na superfície da proteína 

em torno desta fenda, sendo uma delas mais próxima à alça conectora entre os domínios (73). 

A localização destas variações, na sua maioria ladeando a fenda catalítica de NS5 poderia estar 

indicando um papel na modulação da síntese e maturação do RNA viral (73). 

As três alterações do domínio MTase estão espacialmente próximas, com uma distância 

de aproximadamente 10Å entre resíduos adjacentes (73). Os três resíduos também estão na 

região externa ao sítio de ligação com o doador de metila, SAM, ou seu subproduto, SAH. Os 

ensaios de atividade enzimática da MTase com e sem esses marcadores (MTase 2017 e MTase 
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2010, respectivamente) mostraram que os resíduos podem estar influenciando na conformação 

do sítio de ligação ao SAM/SAH, consequentemente, na afinidade da molécula à proteína. Esta 

variação na afinidade pode alterar a coordenação do processo de formação da estrutura de cap-

1. A estrutura cap-1 do RNA viral consiste na metilação em N7 da guanosina, adicionada ao 5’ 

do RNA pela atividade GTase do domínio MTase, seguida da metilação em 2’O da primeira 

nucleobase do genoma, A (125). Devido à existência de um único sítio de ligação ao SAM no 

domínio MTase, a coordenação desse processo depende de alterações conformacionais 

combinadas à associação de SAM ao sítio de ligação, a dissociação do subproduto da catálise 

SAH, e a reassociação de uma nova molécula de SAM (128, 129). Portanto, a maior afinidade 

apresentada pelo domínio MTase 2010 em relação ao MTase 2017 poderia representar um 

atraso na processividade da formação da estrutura de cap-1.  

Entretanto, na comparação entre vírus sintéticos YFV_2017 e YFV/MTase_2010, não 

foi possível estabelecer diferenças na infectividade nos modelos estudados. As taxas de 

replicação em células de mosquito, Aag2, e em hepatócitos humanos, HepG2, não apresentaram 

uma divergência notável entre YFV_2017 e YFV/MTase_2010. Entretanto, foi possível 

determinar diferença estatisticamente significativa no segundo dia pós-infecção de células 

HepG2, onde o vírus com MTase 2017 apresentou maiores títulos virais que o vírus com MTase 

2010. Esse resultado corrobora com as diferenças nas propriedades enzimáticas observadas 

utilizando as proteínas individuais. Adicionalmente, os marcadores moleculares na MTase não 

produziram efeito na neurovirulência em animais BALB/c e reduziram levemente a resistência 

viral a IFN-I. Foi demonstrado que o domínio MTase interage diretamente com proteínas da 

cascata de sinalização mediada por IFN-I, como a STAT2, facilitando o escape da resposta 

antiviral do hospedeiro (137, 139, 141, 216). Em conjunto, esses resultados sugerem que a 

assinatura molecular na MTase não exerce uma influência significativa na atividade catalítica 

e na infectividade viral.  

As três alterações genéticas do domínio RdRp não foram avaliadas quanto ao seu papel 

na atividade catalítica da proteína, até o presente momento. Nessa tese, estudamos o papel das 

seis substituições na proteína NS5 utilizando a metodologia de genética reversa e comparamos 

os vírus sintéticos YFV_2017 e YFV_NS5_2010. Em relação à infectividade em modelo 

celular, constatamos que nas células de mosquito, Aag2 e C6/36, o vírus YFV_2017 apresentou 

maior taxa de infecção em relação ao vírus YFV_NS5_2010, o que foi mais evidente nas células 

Aag2. Em células de mamíferos, o contrário foi observado, sendo mais evidente a divergência 

de infectividade entre os vírus nas células Vero. Esse primeiro resultado indicou que os resíduos 

da assinatura molecular do vírus circulante na proteína NS5 podem estar envolvidos em um 

aumento de infectividade nos mosquitos vetores, representando algum tipo de adaptação. No 
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entanto, para confirmarmos estes dados iniciais é necessário analisar a infecção destes vírus em 

mosquitos selvagens transmissores da febre amarela. 

Os resultados de sensibilidade a IFN-I corroboram com um possível papel de atenuação 

desses marcadores no YFV circulante nos hospedeiros primatas, visto que os YFV carreando 

os marcadores moleculares em NS5 apresentaram maior sensibilidade à resposta induzida por 

IFN-I que os YFV com esses marcadores representativos do YFV circulante antes do surto mais 

recente. Ambos os vírus YFV_2017 e YFV_NS5_2010 apresentam equiparável 

neurovirulência em camundongos BALB/c. Entretanto, no modelo de infecção animal em 

AG129, o vírus YFV_NS5_2010 produz um efeito contrastante com o vírus YFV_2017, 

causando sintomas que atingem o ponto de eutanásia em todos os animais até sete dias após a 

inoculação. Diante desses resultados, podemos afirmar que a assinatura molecular na proteína 

NS5 produz atenuação em modelos celulares e animais de mamíferos.  

É notável que os efeitos produzidos pelas substituições somente no domínio MTase são 

mais brandos que os efeitos observados mediante as substituições nos dois domínios MTase e 

RdRp, sugerindo que os marcadores com maior efeito em virulência estão localizados no 

domínio RdRp. O papel das alterações em RdRp deve ser investigado, tanto no quesito da 

atividade de polimerase, expressando esse domínio e quantificando a atividade catalítica, 

quanto no contexto de vírus inteiro, construindo o vírus YFV/RdRp_2010. É possível que o 

efeito acentuado na infectividade do YFV produzido pelos seis marcadores moleculares seja 

sinérgico, tendo em vista que a ausência do domínio MTase influencia diretamente na atividade 

catalítica de RdRp (156). Além disso, a proteína NS5 pode ser encontrada em estado 

oligomérico em solução, que foi descrito por potencializar a catálise e a coordenação da síntese 

das fitas negativa e positivas de RNA viral (217, 218). A localização dos marcadores na 

superfície da proteína sugere que estes possam estar envolvidos nas interações entre 

monômeros. Adicionalmente, um dos resíduos da assinatura molecular está localizado mais 

próximo ao loop conector entre domínios, com potencial de modular a estabilidade 

conformacional dessa estrutura, consequentemente, influenciar a capacidade catalítica de 

polimerização (160). 

Finalmente, a comparação entre YFV carreando ou não a assinatura molecular nas duas 

proteínas não estruturais, YFV_2017 e YFV_NS3/NS5_2010, respectivamente, sugere de 

maneira mais assertiva o efeito biológico desse conjunto de oito marcadores moleculares. Os 

resultados tanto em células, quanto em modelo murino, revelaram que o vírus 

YFV_NS3/NS5_2010 apresenta um fenótipo intermediário entre o observado para os vírus 

YFV_NS3_2010 e YFV_NS5_2010, sendo mais similar ao último. Isto é, YFV_NS5_2010 

apresenta as maiores taxas de infectividade e letalidade em camundongos. Assim, constatamos 
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então, que existe uma redução significativa de infectividade em células de mamíferos que é 

reproduzido in vivo em modelo AG129. Enquanto, em sistema celular, o oposto é observado 

em células de mosquitos. Esses fatos precisam ser corroborados, avaliando o quanto são 

reprodutíveis na natureza. Um primeiro passo consistiria em inocular mosquitos silvestres que 

foram os vetores protagonistas da transmissão do YFV no Brasil, e obter indicativos de 

modulação de competência vetorial. A etapa mais complexa envolveria análise da patogenia e 

disseminação viral nos hospedeiros vertebrados, inicialmente em camundongos AG129, e 

posteriormente, em PNH.  

Diante do conjunto de resultados apresentados nessa tese, podemos propor que as 

alterações que surgiram na proteína NS5 promoveram um aperfeiçoamento da relação entre o 

YFV e o mosquito vetor, porém induziram a uma atenuação importante nos hospedeiros 

primatas. Por conseguinte, as substituições na proteína NS3, que possuem precedentes em 

genoma de YFV, compensaram parcialmente a atenuação em hospedeiros mamíferos. Essa 

modulação da infectividade do YFV circulante no Brasil em vetores e primatas potencialmente 

influenciaram a dispersão viral pelo sudeste e sul do país, até os países vizinhos (64). 
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6 Conclusões 

 

• Através do estudo dos quatro isolados selvagens do YFV, pudemos acessar parcialmente a 

variabilidade genética da sub-linhagem 1E associada a variabilidade fenotípica. A maioria 

das variações de aminoácidos estão concentradas na proteína NS5.  

• O impacto da assinatura molecular YFV 2016-2019 não foi relacionado ao fitness replicativo 

nos modelos de infecção analisados. Entretanto, identificamos um conjunto de potenciais 

fatores de virulência nestes isolados. 

• Utilizando a tecnologia do clone infeccioso, no contexto do YFV ES-504, para avaliação dos 

polimorfismos pertencentes a assinatura molecular encontrada em NS3 e NS5, foi possível 

observar que os marcadores na proteína NS5 promoveram um fenótipo atenuado em infecção 

em modelo celular de mamíferos e em camundongos. 

• A MTase pré-surto exibiu uma maior afinidade pelo substrato SAM, embora tenha tido tem 

pouca influência catalítica ou na capacidade replicativa do YFV in vitro. No entanto, YFV 

sintético carreando estes marcadores foi menos sensível ao tratamento com IFN-I em células 

Vero. O papel dessas alterações nas vias mediadas por IFN-I necessita ser mais 

profundamente investigada. 

• A comparação entre vírus sintéticos carreando a assinatura molecular, YFV_2017, ou não, 

YFV_NS3/NS5_2010, sugere um padrão de infectividade divergente nos modelos estudados 

de células de mosquitos e mamíferos, e em camundongos. 

• Os marcadores de aminoácidos da proteína NS5 pré-surto tendem a promover uma maior 

replicação nas células Vero e HepG2 e promovem uma resistência consideravelmente maior 

a IFN-I. 

• Não houve diferença da neurovirulência em camundongos BALB/c entre os YFV carreando 

as diferentes combinações de polimorfismos em NS3 e NS5.No modelo de infecção de 

camundongos AG129, apenas os YFV com a isoforma NS5 2010 foram totalmente letais. 

• Os marcadores moleculares das sequências do surto na proteína NS5, no contexto do YFV 

ES-504 derivado de clone, promoveram maior infectividade em células de mosquitos. É 

necessário verificar se esse efeito é reproduzido na infecção de mosquitos vetores.



137 
 

7 Perspectivas 

 

• Realizar inoculação dos vírus RJ 155 e ES-504 em mosquitos vetores dos gêneros 

Sabethes e Haemagogus para avaliação de possíveis marcadores de adaptação no 

isolado RJ 155; 

• Da mesma forma, comparar os indicadores de competência vetorial dos vírus sintéticos 

YFV_2017 e YFV_NS3/NS5_2010 utilizando esses dois gêneros de mosquitos; 

• Realizar estudos de viscerotropismo e neurotropismo dessas suas variantes in vivo, 

utilizando camundongos susceptíveis da linhagem AG129; 

• Investigar o papel dos marcadores da assinatura molecular no domínio RdRp através de 

ensaio funcional e construção de vírus sintético YFV/RdRp_2010; 

• Estudar o marcador da posição 2803, próximo ao loop conector entre domínios para 

determinar sua contribuição no fenótipo do vírus YFV_NS5_2010; 

• Avaliar o possível efeito da substituição na proteína do capsídeo, através da tecnologia 

de clone infeccioso; 

• Estudar os marcadores do isolado RJ 155 para correlacioná-los com o fenótipo 

altamente virulento apresentado por esse YFV, também utilizando genética reversa. 

• Realizar ensaios de co-infecção viral com vírus pré- e pós-surto, ou seja, sem e com a 

assinatura molecular descrita, para avaliar aspectos do fitness viral em modelos celulares 

e animais. 
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ANEXO I 

 

 Durante o período em que desenvolvi este projeto de doutorado, tive a oportunidade de 

colaborar em trabalhos científicos relacionados com o assunto da tese. Nesse sentido, constam 

deste Anexo, a primeira página dos cinco trabalhos que participei, com uma breve 

contextualização frente à tese. 

 

Artigo 1: Combination of surveillance tools reveals that Yellow Fever virus can remain in 

the same Atlantic Forest area at least for three transmission seasons. 

 

DOI: 10.1590/0074-02760190076. 

 

Resumo: Neste trabalho realizamos um estudo sobre a dispersão do YFV no estado do Rio de 

Janeiro e concluimos que o vírus pode permanecer em uma mesma região da floresta atlântica 

por, pelo menos, três temporadas de transmissão sem necessidade de novas introduções. Aqui, 

descrevemos a coleta do vírus RJ 155 que utilizamos para o estudo de isolados discutido nessa 

tese, e o caracterizamos filogeograficamente.  
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Artigo 2: Distinct YFV Lineages Co-circulated in the Central-Western and Southeastern 

Brazilian Regions From 2015 to 2018 

 

DOI: 10.3389/fmicb.2019.01079. 

 

Resumo: Neste artigo descrevemos as rotas de dispersão do YFV do Centro-Oeste para o 

Sudeste, que ocorreu a partir de 2015. Observamos também presença de sequências com 

assinatura molecular em 2015, antes do surto, e sem assinatura molecular em 2017, durante o 

surto. Assim, contribuímos na pesquisa da história natural da dispersão da sub-linhagem 1E no 

Brasil, que ocasionou um surto entre 2016 e 2018, e segue se disseminando no país. Aqui, nós 

descrevemos o YFV GO05, que também foi utilizado no estudo do artigo 1 para cumprir os 

primeiros objetivos dessa tese.  
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Artigo 3: Structural characterization and polymorphism analysis of the NS2B-NS3 

protease from the 2017 Brazilian circulating strain of Yellow Fever virus 

 

DOI: 10.1016/j.bbagen.2020.129521. 

 

Resumo: Este trabalho descreve, pela primeira vez, a estrutura do complexo NS2B-NS3 na sua 

conformação fechada, sem a presença de inibidores. Aqui foi descrita a estrutura tridimensional 

do complexo do YFV circulante obtida a partir de cristalografia. Além disso, descrevemos a 

atividade proteolítica dessa proteína com e sem os marcadores da assinatura molecular. Dessa 

forma, esses resultados foram complementares aos obtidos através do vírus sintético IC NS3 

2010 no artigo 3 que cumpriu os objetivos desta tese. 
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Artigo 4: Recovery of Synthetic Zika Virus Based on Rio-U1 Isolate Using a Genetically 

Stable Two Plasmid System and cDNA Amplification 

 

DOI: 10.3389/fmicb.2021.639655. 

 

Resumo: Esse trabalho descreve a metodologia de obtenção de clone infeccioso a partir de um 

isolado do vírus Zika. Eu contribuí diretamente com o desenvolvimento da técnica, que foi 

empregada também como base para o desenho experimental da obtenção dos YFV sintéticos 

utilizados nesta tese, nos artigos 2 e 3.  
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Artigo 5: Genotype-specific features reduce the susceptibility of South American yellow 

fever virus strains to vaccine-induced antibodies 

 

DOI: 10.1016/j.chom.2021.12.009. 

 

Resumo: Esse artigo tinha como objetivo primário, desenvolver anticorpos monoclonais para 

tratamento contra a febre amarela. Realizamos ensaios de neutralização com soro de doadores 

vacinados, tanto com o YFV vacinal 17DD quanto com o 17D-204. Observamos que os soros 

neutralizaram o vírus ES-504 em menor proporção que o vírus 17DD. Assim, iniciamos um 

estudo molecular de mapeamento da região responsável pelo escape aos anticorpos presentes 

no soro, assim como à uma gama de anticorpos monoclonais. Em resumo, detectamos duas 

regiões na proteína E que diferem entre os vírus de linhagem africana e sul-americana. Dentre 

essas regiões, uma apresenta um sítio de glicosilação que foi detalhadamente descrito neste 

trabalho. Assim, contribuímos igualmente, para a detecção de marcadores evolutivos na 

linhagem SA-I.  
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ANEXO II - Artigo submetido para publicação no periódico Viruses. 
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