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Resumo

Baculovirus sdo um grupo de virus extensamente estudados utilizados como controle biolégico de
pragas agricolas, e como ferramenta biotecnoldgica para expressdo de proteinas heter6logas. O
virus infecta naturalmente e exclusivamente insetos, sendo a sua manipulacdo laboratorial
extremamente segura. Sua utilizacdo como vetor para expressdao em células de inseto apresenta
diversas vantagens, como a capacidade do genoma viral de comportar a inser¢cdo de grandes
segmentos de DNA de interesse, assim como a ocorréncia de modificacGes pos-traducionais mais
complexas ocorridas nas células eucariéticas. Essa tecnologia possui ampla utilizacdo na industria
para producdo proteinas antigénicas de diversos patdgenos, com aplicacdes vacinais e de
diagndstico. Uma estratégia atualmente muito promissora para desenvolvimento de vacinas é a
produ¢do e utilizagdo de VLPs (“Virus like particles”). VLPs sdao particulas que utilizam da
capacidade de automontagem de proteinas estruturais de virus para formacao de estruturas que se
assemelham a estrutura de particulas virais, porém ndo possuem material genético e,
consequentemente, ndo sdo capazes de ocasionar infeccdo. O sistema de expressdo usando
baculovirus em células de inseto ja foi utilizado para producdo de VLPs de diversos virus, o que
resultou no desenvolvimento de vacinas comerciais contra 0 papiloma virus humano. Neste
trabalho, foram construidos baculovirus recombinantes como ferramentas para expressdo de
proteinas, e producéo de VLPs de dois virus transmitidos por artrépodes (arbovirus): virus da febre
amarela (“Yellow fever virus” — YFV), membro do género flavivirus, e do virus Mayaro (MAYYV),
membro do género alphavirus. No capitulo 1 é descrita a construcdo de baculovirus utilizando de
estratégias de controle temporal da expressao génica, para coexpressdo de proteinas ndo-estruturais
(proteinas NS2A, NS2B e NS3), e proteinas estruturais (C, prM e E) do YFV. Isso foi feito com o
objetivo de induzir a maturacdo das proteinas estruturais virais, e formacdo de estruturas
complexas. A infeccdo dos baculovirus recombinante em células Tn5B levou a inducdo de fusdo
de membranas celulares bastante evidente, efeito citopatico claro conhecido da atividade da
proteina de envelope viral E de flavivirus. Essa inducdo de fusdo de membranas foi exacerbada
pela coexpressdo de ambas as proteinas nao-estruturais e estruturais, se comparada a expressao
individual das proteinas estruturais, indicando importante papel de complementacéo para producao
de proteinas maduras com alta atividade fusogénica. Analises de microscopia eletronica de
transmissdo (MET) revelaram a formacao de particulas que se assemelham a virions do YFV em
estruturas membranosas citoplasmaticas, e da presenca de particulas no meio de cultura de células
infectadas. O capitulo 2 descreve a construcdo de baculovirus recombinantes contendo genes
estruturais do MAYV (C, E3, E2, 6k e E1). Foi confirmada a expressdo das proteinas em celulas
de inseto por Western blot, mostrando o processamento da poliproteina e liberacdo da proteina de
envelope E1 clivada, assim como da proteina de capsideo C. A localizacédo celular destas proteinas
virais foi analisada por imunomarcacdo e microscopia de fluorescéncia, indicando a concentracéo
da proteina E1 na membrana celular, e da proteina C no nacleo. Analise do meio de cultura de
cultura de células infectadas por contrastacdo negativa em MET, ap0s ultracentrifugacao, indicou
a presenca de particulas com as dimensdes esperadas de virions de alphavirus. Este trabalho reforca
a flexibilidade do sistema de expressdo de baculovirus em células de inseto para producdo de
antigenos de arbovirus emergentes que podem ter grande impacto na satde publica.

Palavras-chave: baculovirus, flavivirus, virus da febre amarela, alphavirus, virus Mayaro,
arbovirus, VLPs, virus like particles.



Abstract

Baculoviruses are a group of viruses extensively studied and utilized as biological control agents
of agricultural pests, as well as biotechnological tools for the expression of heterologous proteins.
Baculoviruses naturally and exclusively infect only insects, making their laboratory manipulation
extremely safe. Its use as a vector for the expression of proteins in insect cells provides several
advantages, such as the capacity of the large viral genome to tolerate the insertion of large DNA
segments of interest, and the occurrence of more complex post-translational modifications that
occur in eukaryotic cells. This technology has ample use in industry for the production of antigenic
proteins of several pathogens, with diagnostic and vaccine applications. One strategy that is
currently very promising for the development of vaccines is the production e utilization of VLPs
(“Virus like particles”). VLPs are particles that utilize the capacity of self-assembly of viral
structural proteins, to form structures that closely resemble that of viral particles, but do not possess
any viral genetic material, and are therefore unable to cause infection. The baculovirus in insect
cells expression system has been used for the production of VLPs of several viruses, with
commercial vaccines against the human papilloma virus already available. In this work,
recombinant baculoviruses were constructed as tools for the expression of proteins and formation
of VLPs of two arthropod borne viruses (arboviruses): the yellow fever virus (YFV), member of
the genus flavivirus, and of Mayaro virus (MAYV), member of the genus alphavirus. In chapter 1
it is described the construction of recombinant baculoviruses utilizing strategies for temporal
control of the gene expression, for the co-expression of non-structural proteins (NS2A, NS2B and
NS3), and structural proteins (C, prM and E) of YFV. This was done with the goal of inducing the
maturation of viral structural proteins, and the formation of complex structures. Recombinant
baculoviral infection of Tn5B cells lead to the induction of very evident membrane fusion, a clear
known cytopathic effect of the activity of the flavivirus envelope protein E. This induction of
membrane fusion was severely exacerbated by the co-expression of both the non-structural and
structural proteins, when compared to the individual expression of structural proteins, indicating
the complementation role for the production of mature proteins with high fusogenic activity.
Transmission electron microscopy (TEM) analysis revealed the formation of particles that
resemble YFV virions in cytoplasmic membranous structures, and the presence of particles in the
infected cells culture medium. Chapter 2 describes the construction of recombinant baculoviruses
containing the structural genes of MAYV (C, E3, E2, 6k and E1). Protein expression in insect cells
was confirmed by Western blotting, showing the processing of the polyprotein and production of
cleaved E1 envelope protein, as well as the capsid protein C. Cellular localization of these proteins
were analyzed by immunostaining and fluorescence microscopy, indicating the concentration of
E1 protein in the cellular membrane and, the C protein in the nucleus. Infected cell culture medium
analyzed by negative staining, after ultracentrifugation, indicated the presence of particles with the
dimensions expected for alphavirus virions. This work reinforces the flexibility of the baculovirus
in insect cells expression system for the production of antigens of emerging arbovirus that pose a
severe public health risk.

Keywords: Baculovirus, flavivirus, yellow fever virus, alphavirus Mayaro virus, arbovirus, VLPs,
virus like particles.
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Introducéo Geral

1. Baculovirus

Baculovirus séo virus pertencentes a familia Baculoviridae que infectam exclusivamente
insetos. Esses virus tém sido extensamente estudados e explorados por causa do seu uso no controle
bioldgico de pragas agricolas, e também pela sua utilizacdo como ferramenta biotecnolégica para
expressao de proteinas heterélogas (O’REILLY; MILLER; LUCKOW, 1992).

A familia Baculovridae € dividida em 4 géneros: Alphabaculovirus infectam larvas de
insetos da ordem Lepidoptera (borboletas e mariposas); Betabaculovirus (também chamados de
granulovirus); Gammabaculovirus infectam larvas de insetos da ordem Hymenoptera (vespas,
abelhas e formigas); Deltabaculovirus infectam larvas da ordem Diptera (moscas e mosquitos)
(JEHLE et al., 2006). O virus tipo da familia, e mais estudado, € o Autographa californica multiple
nucleopolyhedrovirus (AcMNPV), membro do género Alphabaculovirus (O’REILLY; MILLER;
LUCKOW, 1992).

O seu genoma é composto por uma molécula circular de DNA fita dupla com tamanho que
varia entre 80.000 a 180.000 pares de bases (pb), codificando proteinas responsaveis pela regulacéo
tanto da producdo de novas particulas virais, como pela modulacdo da defesa e comportamento de
seu hospedeiro (GOULSON, 1997).

1.1 Ciclo de infeccao

O ciclo de infeccdo do baculovirus depende da formacdo de dois fendtipos virais
geneticamente idénticos, porém morfologicamente distintos. A infeccdo inicial do animal pelo
baculovirus no ambiente se da através da ingestdo de corpos de oclusdo (“Occlusion Body” - OBs),
contendo particulas virais em seu fenotipo de virus derivado de oclusdo (“Occlusion-derived virus”
- ODV). Os OBs sdo cristais proteicos, compostos majoritariamente pela proteina viral poliedrina,
que envolve as particulas virais de ODVs em uma matriz cristalina, formando uma estrutura de
resisténcia. O pH alcalino do intestino médio de lagartas é capaz de dissolver os OBs, liberando 0s
ODVs oclusos, que por sua vez atravessam a membrana peritréfica do intestino, e adentram as

células epiteliais colunares no intestino do animal por fusao direta. Os ODVs entdo iniciam o ciclo
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de infeccdo celular, aonde durante as fases iniciais é produzido o fen6tipo viral denominado de
virus brotado (“Budded Virus” — BV) (CASTRO et al., 1999).

O fendtipo BV é responsavel pela transmissdo viral célula-a-célula no organismo, levando
a sua infeccdo sistémica. Durante as fases tardias e muito tardias de infeccéo € produzido o fendtipo
ODV, a proteina viral poliedrina é hiperexpressa e acumulam em volta das particulas virais,
formando uma matriz proteica, OB. A morte do animal pela infeccdo leva a liberagdo dos OBs no
ambiente, dando continuidade ao ciclo infecioso (Figura 1).

A infeccdo in vitro de células de inseto por baculovirus depende da glicoproteina de
envelope viral GP64, mediando tanto a entrada de virions em novas células quanto o seu
brotamento eficiente de células infectadas (OOMENS; BLISSARD, 1999; ZHOU; BLISSARD,
2008).

Ingestdo de corpos de oclusdo
(OBs) por larvas

OBs sdo liberados

no ambiente OBs sdo dissolvidos e ODVs

infectam células do epitélio

d " L
. LI

N
=& v
e AR

I ~ \\
ODVs sdo produzidos e I I I | -
incluidos em OBs no nucleo \\ = BVs s3o produzidos e
de células infectadas N 9 promovem a infec¢do
\ sistémica

Figura 1. Ciclo de infeccdo de baculovirus. A infeccéo de larvas se inicia a partir da ingest&o de corpos de oclusdo
(OBs) que séo dissolvidos, no pH alcalino do intestino do inseto, liberando particulas virais em seu fenétipo ODV. O
estagio inicial da infeccdo leva a producéo do virus no seu fen6tipo BV, responsavel pela infeccdo sistémica do animal,
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seguido entdo da fase final de infeccdo com a formacdo ODVs e sua inclusdo em OBs que séo liberados no ambiente
e capazes de infectar novos animais. Fonte: elaborado pelo autor.

1.2 Baculovirus como vetor de expressdo heterologa

O sistema de expressao baseado na construcdo de baculovirus recombinantes e infecgdo de
células de inseto ¢ amplamente utilizado como ferramenta biotecnoldgica para producdo de
proteinas heter6logas (O’REILLY; MILLER; LUCKOW, 1992).

Nas fases finais de infeccdo, RNAs mensageiros (mRNAS) virais podem corresponder a
80% do total de mRNAs da célula, grande parte deles da proteina poliedrina (CHEN, YUN-RU et
al., 2013). A utilizacdo do promotor do gene da poliedrina como regido controladora da expressao
de genes de interesse possibilitou a utilizacdo do sistema para producdo de proteinas heterélogas
em grandes quantidades.

Foram desenvolvidos diversos vetores e metodologias baseadas na construcdo de
baculovirus recombinantes, levando a significativos avan¢os no aprimoramento tanto da facilidade
de clonagem molecular de genes de interesse, quanto a regulacdo da expressao génica, tornando o
sistema altamente versatil (KOST; CONDREAY; JARVIS, 2005, RIBEIRO et al., 2015).

Por ser um virus exclusivo de insetos, a manipulacdo do baculovirus em laboratorio é
extremamente segura, ndo sendo necessario altos niveis de biosseguranca, e o cultivo de células de
inseto é mais simples e menos custoso se comparado a células de mamifero. Diversas linhagens
celulares de lepidoptera foram otimizadas para expressao heterologa, podendo ser utilizadas tanto
culturas de células aderentes, quanto células em suspensdo e em biorreatores, possibilitando o
escalonamento do processo de producéo de proteinas (CHAMBERS et al., 2018).

Células de inseto sdo capazes de processar proteinas e produzir modificagdes pds-
traducionais observadas em eucariotos superiores. Sendo assim é um sistema extremamente (til
para producdo de antigenos que requerem padrdes complexos de glicosilacdo, assim como
processamento  proteolitico correto, como VLPs (“Virus like particels”) (GOPAL,;
SCHNEEMANN, 2018; MENA; KAMEN, 2011).
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2. Virus Like Particles — Producéo, estrutura e aplicacoes

Atualmente existem diversos tipos de vacinas utilizadas para prevencgdo de doencas virais.
Vacinas de virus atenuados, criadas através de passagem consecutivas em cultura de células, foram
as primeiras a serem desenvolvidas, se baseando na imunizacdo com linhagens virais incapazes de
causar infecgdo no recipiente da vacina. Essas vacinas sdo altamente imunogénicas, normalmente
capazes de produzir imunidade duradoura com apenas uma dose. Entretanto, existe a possibilidade
de ocorréncia de reversdo da patogenicidade e ocorréncia de complicacdes severas, ainda que esses
casos sejam raros. Vacinas de virus inativados, por sua vez, consistem da inativacdo quimica ou
fisica de particulas virais antes de sua inoculacdo, sendo de facil escalonamento da producéo,
porém requer manipulagdo laboratorial de virus infecciosos, a0 mesmo tempo que 0 processo de
inativacao pode ocasionar prejuizos a imunogenicidade do antigeno.

A tecnologia de DNA recombinante e expressao heteréloga de proteinas possibilitou a
producdo de vacinas de subunidade, aonde proteinas virais purificadas s@o utilizadas para
imunizacdo. Também possibilitou o surgimento de vacinas de DNA, aonde segmentos de DNA
recombinante contendo a sequéncia de antigenos virais sao inoculados para expressdo de proteinas
virais pelo seu recipiente e geracdo de imunidade. Ambos tipos de vacinas tendem a ter um
excelente perfil de seguranca, porém nem sempre ocasionam uma estimulacdo elevada de
imunidade, podendo requerer uma quantidade maior de antigenos injetados, ou de doses da vacina
(NOAD; ROY, 2003).

A tecnologia de DNA recombinante também possibilitou a utilizacdo de VLPs como
vacinas. VLPs sdo particulas nanométricas compostas por proteinas estruturais virais de maneira
regular e organizada, porém sem conter qualquer material genético viral, tornando-as incapazes de
reversdo a patogenicidade. Estas estruturas podem ser compostas de uma ou diversas proteinas
virais simultaneamente, explorando a capacidade de automontagem de proteinas virais para formar
particulas que se assemelham a composi¢cdo e morfologia de particulas virais selvagens (LUA et
al., 2014; ZHAO et al., 2013)

VLPs possuem alto potencial imunogénico devido a distribuicdo altamente repetitiva de
antigenos virais, assim como a presenca de epitopos conformacionais, favorecendo a ativacao
efetiva de linfécitos B e a inducdo de uma resposta imune humoral efetiva e de longo prazo
(BACHMANN; JENNINGS, 2010).
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Atualmente VLPs foram produzidas para mais de 30 espécies de virus diferentes que
infectam humanos, baseada em diversos sistemas de expressdo (procariético, leveduras, células
vegetais, células de inseto e células de mamifero). Essa tecnologia possui aplicacdo ndo sé na
producdo alternativas seguras de vacinas, mas também como ferramenta para biologia basica, no
estudo da morfogénese e montagem de diversos virus (GOPAL; SCHNEEMANN, 2018;
ROLDAO; LEDA; JT, 2010).

O sistema de expressao de baculovirus em células de inseto é extremamente versatil e
robusto para utilizacdo na producdo de VLPs e antigenos de diversos virus (MENA; KAMEN,
2011). Como exemplo comercial, a vacina licenciada Cervarix® (GlaxoSmithKline Biologicals,
Rixenstart, Bélgica), contra os subtipos 16 e 18 do papilomavirus humano (HPV), é baseada na
producdo de VLPs no sistema baculovirus e provou-se ser eficaz e segura na prevencao contra
infeccdo e desenvolvimento de céancer cervical (HARPER et al., 2006; SCHWARZ, 2009). A
vacina de subunidade FluBlok® (Protein Sciences Corporation, Meriden, EUA) trivalente contra o
virus influenza, por sua vez, é produzida a partir da expressdo da proteina de envelope viral
hemaglutinina (HA) em células de inseto (COX; HOLLISTER, 2009).

Diversas estratégias ja foram exploradas para producao de VLPs, sendo adaptadas ao virus
estudado e as particularidades de sua estrutura, e do processo de montagem da particula viral. VLPs
envelopadas de diferentes virus transmitidos por artropodes ja foram produzidas com o sistema
baculovirus e células de inseto, utilizando da capacidade de processamento pos-traducional para
formacdo de antigenos que apresentaram resultados positivos de inducdo de imunidade em ensaios
pré-clinicos, e continuam em desenvolvimento (KROL; BRZUSKA; SZEWCZYK, 2019;
PIJLMAN, 2015).

A expressdo em conjunto de proteinas ndo-estruturais (que auxiliam na montagem e
replicacdo de particulas virais, sem compor a sua estrutura), e de proteinas estruturais, foi utilizada
para producdo de VLPs do virus Zika (ZIKV). A utilizacdo destas VLPs como vacina induziu a
producdo de um titulo maior de anticorpos neutralizantes em camundongos se comparado a
utilizacdo do virus inativado como vacina, possivelmente devido a alteracdes a imunogenicidade
da particula viral no processo de inativacdo (BOIGARD et al., 2017). Essa mesma estratégia
também foi utilizada para producdo de VLPs do virus da dengue (DENV), também induzindo uma
resposta imune humoral robusta (BOIGARD; CIMICA; GALARZA, 2018).
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A expressdo de todas a proteinas estruturais do virus Chikungunya (CHIKV) usando o
sistema baculovirus em células de inseto levou a formacdo de VLPs que, quando utilizadas como
vacina, geraram altos titulos de anticorpos neutralizantes, assim como protecdo contra desafio
utilizando o virus selvagem em camundongos (METZ et al., 2013). VLPs produzidas em células
de mamifero foram capazes de proteger primatas ndo-humanos contra infec¢do por CHIKV, sendo
que o soro de animais imunizados também foi capaz de conferir protegdo contra infeccdo em
camundongos imunodeficientes (AKAHATA et al., 2010). Estes estudos indicam esta tecnologia
como uma ferramenta promissora para o desenvolvimento de novas vacinas, podendo ser

especialmente Util para resposta rapida a virus emergentes.

Capitulo I — Producéo de VLPs do virus da febre amarela em células de inseto

1. Introducéo
1.1 A febre amarela

A febre amarela é uma doenca infecciosa febril e hemorragica severa, endémica dos
continentes africanos e sul-americanos, sendo estimada a ocorréncia de 84.000 a 170.000 casos
severos e entre 26.000 e 60.000 obitos decorrentes da doenga anualmente (PAULES; FAUCI,
2017). Apesar da existéncia de uma vacina de virus atenuado eficaz desde a década de 1940, é
estimado que em torno de 400 milhdes de pessoas vivam em areas de risco de infeccdo e ainda
necessitem de imunizacdo (SHEARER et al., 2017).

A doenca ¢ causada pelo virus da febre amarela (“Yellow Fever Virus” — YFV), virus da
familia Flaviviridae, género Flavivirus, mesmo género de virus de alta importancia para saude
publica como o ZIKV, DENV, virus do Nilo do Oeste (WNV) e o virus da encefalite japonesa
(JEV) (SIMMONDS et al., 2017).

1.2 Doenga e diagndstico

A progressdo da doenca é extremamente variavel. Em cerca de 40-65% dos casos a infec¢édo

é assintomatica, 20-30% ocasiona formas leves e moderadas, sendo que em 10-20% das infeccdes
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ha o desenvolvimento da forma grave da doenca, levando a ébito em cerca de 20-50% de pessoas
que desenvolvem essa forma da doenca (VASCONCELOS, 2003).

Apos a picada do mosquito infectado, ha um periodo de incubagédo que pode durar de 3-6
dias, depois do qual podem surgir quadro sintomatico de febre, mialgia, ndusea e mal-estar. Esse
periodo de infec¢do pode ser seguido de um periodo de remissdo, aonde esses sintomas cessam, e
ha a chance de resolucéo da infec¢do. Quadros severos da doenca podem seguir, aonde o tropismo
viral leva ao comprometimento do baco, rins, coracdo e especialmente do figado. Nas
manifestacdes graves da doenca hd a ocorréncia de lesdes hepéticas severas, hemorragia e
surgimento de ictericia, podendo evoluir para choque e morte (GARDNER; RYMAN, 2010).

O método mais comumente utilizado para o diagnostico da doenca é a detecgdo soroldgica
de anticorpos contra o YFV, utilizando o ensaio de imunoabsorgdo enzimatica (ELISA),
especialmente para deteccdo do anticorpo IgM (MONATH; VASCONCELOS, 2015). Outros
testes soroldgicos como inibicdo o de neutralizagdo e de inibicdo de hemaglutinacdo também
podem ser empregados, porem reacdes cruzadas com outros flavivirus podem ocorrer, complicando
0 diagnostico soroldgico diferencial onde ha a circulacdo de diversos flavivirus endémicos
(MONATH, 2001).

O isolamento viral pode ser realizado através da inoculacdo de camundongos neonatos, ou
do cultivo em cultura de células de mosquito (por exemplo linhagem C6/36, proveniente de Aedes
albopictus) e de mamifero (por exemplo linhagem Vero — células renais de macaco verde africano).
O isolamento pode ser importante para avaliacdo da viruléncia, infectividade e transmissibilidade
de linhagens virais isoladas (MONATH; VASCONCELOS, 2015).

Anélises moleculares baseadas em técnicas utilizando a reacdo em cadeia da polimerase
com transcricdo reversa (RT-PCR), sdo extremamente sensiveis e muito Uteis na diferenciacéo de
infeccdes provenientes de virus selvagem, ou da linhagem vacinal, porém dependem da presenca
de material genético viral circulante para detec¢do. Avancos desenvolvidos na area podem levar a
maior acessibilidade de testes moleculares rapidos e precisos em areas com poucos recursos
(ESCADAFAL et al., 2014; KWALLAH et al., 2013).
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1.3 Vacinas

Vacinas sdo a melhor forma de protecdo contra a infecgcdo pelo YFV, sendo utilizadas desde
o final da década de 1930, ja tendo sido aplicadas em mais de 600 milhGes de pessoas ho mundo.
As vacinas atuais foram geradas a partir da atenuacdo da linhagem Asibi virus por passagens
consecutivas em células de galinha, sendo gerados as linhagens vacinais 17DD (produzida e usada
do Brasil) e 17D-204 (usadas no resto do mundo) (MONATH, 2005). A vacina é eficaz em 99%
dos casos apds 30 dias de sua administracdo, sendo que apenas uma Unica dose padrédo é capaz de
propiciar protecdo por toda vida (Organizacdo Mundial da Saide, 2019). A vacina estimula uma
resposta imune robusta, composta pela estimulagéo linfocitos T auxiliares 1 e 2 (GAUCHER et al.,
2008), assim como resposta composta por células T citotoxicas (AKONDY et al., 2009; CO et al.,
2002). O mecanismo principal de inducdo de protecdo é pela geracdo de uma resposta imune
humoral mediada por linfécitos B, ocasionando a producdo de anticorpos neutralizantes que
persistem e medeiam a protecdo a longo prazo (BRANDRISS et al., 1986; POLAND et al., 1981).

Apesar de historicamente demonstrada como segura, por ser uma vacina de virus atenuado
produzida em ovos de galinha, existem algumas contraindicacdes para 0 seu uso. Ndo é
recomendado o0 uso para pessoas com imunodeficiéncias graves (induzidas por infeccédo
sintomatica por HIV/AIDS, ou tratamentos quimioterapicos, por exemplo), para criangas com
menos de 9 meses, para pessoas com alergias severas a ovo. Para pessoas acima de 60 anos de
idade e gestantes, € recomendada a vacinacao apenas se residirem ou se deslocarem para regides
de transmissdo ativa da febre amarela (http://www.saude.gov.br/assessoria-de-imprensa/920-
saude-de-a-a-z/febre-amarela/10771-vacinacao-febre-amarela). Existem casos registrados de
efeitos adversos severos, como a doenca viscerotrépica aguda associada a vacina da febre amarela
(DVA-VFA) (aonde ha o aparecimento de sintomas similares a forma grave da febre amarela) e a
doenca neuroldgica aguda associada a vacina da febre amarela (DNA-VFA), porém sdo
extremamente raros, sendo o beneficio em areas endémicas muito superior aos riscos (HAYES,
2010; MONATH, 2012).

1.4 Transmissao e epidemiologia

O YFV ¢ um virus transmitido por artropodes (“Arthropod borne virus” — arbovirus), e sua

transmissdo pode ser classificada como parte do ciclo silvestre ou urbano (Figura 2). A transmissao
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silvestre do virus nas américas ocorre através de mosquitos hematdfagos dos géneros Haemagogus
e Sabethes, aonde primatas ndo humanos servem como reservatdrios em ambiente peri-urbanos e
de mata. A transmissdo urbana do virus se entre humanos se da principalmente através do vetor
Aedes aegypti, altamente adaptado e atualmente amplamente distribuido em cidades do Brasil
(figura 2).
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Figura 2. representacéo do ciclo de infecgdo do virus da febre amarela. O ciclo de transmisséo silvestre é mantido pela
transmissdo por mosquitos vetores Haemagogus sp. e Sabethes sp., entre primatas ndo humanos e humanos. O ciclo
urbano é mantido pela transmissdo de humano para humano pelo vetor A. aegypti amplamente adaptados para habitats
antropicos. Fonte: Ministério da Salde, disponivel em: http://saude.gov.br/saude-de-a-z/febre-amarela-sintomas-
transmissao-e-prevencao#transmissao.

O YFV possui origem africana, e foi introduzido nas ameéricas pelo comercio de escravos,
com o registro da primeira epidemia na peninsula de Yucatan, México, em 1648 (BRYANT;
HOLMES; BARRETT, 2007; STAPLES; MONATH, 2008), sendo causador de epidemias urbanas
severas nas américas e no Brasil até o século XX. O desenvolvimento da vacina atenuada por Max
Theiler e Hugh Smith (THEILER; SMITH, 1937) e sua distribui¢do, associado ao programa de
erradicacdo do mosquito vetor A. aegypti que levou a sua eliminacgdo no Brasil em 1957, extinguiu
a ocorréncia de epidemias urbanas no pais. A partir da década de 1980, o vetor A. aegypti foi
reintroduzido no pais e se distribuiu amplamente pelo territorio, porém o Gltimo caso registrado de
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transmissdo urbana no Brasil foi registrado na década de 1940 (COUTO-LIMA et al., 2017).
Atualmente é estimada a ocorréncia de 1.366 casos da doenc¢a no Brasil entre 1950 e 2016, todos
associados ao ciclo de transmisséo silvestre da doenga (FARIA et al., 2018).

1.4.1 Epidemia brasileira de 2016-2018

A éarea de distribuicdo do virus vem se expandindo nas duas Ultimas décadas, com casos
sendo registrados em regides que ndo sao consideradas endémicas, como estados do centro-oeste,
sudeste e sul do pais (Minstério da Saude, 2019). No periodo de dezembro de 2016 até julho de
2018 foram confirmados 2043 casos da doenca, com 676 dbitos, representando a maior epidemia
do pais nas ultimas decadas (Figura 3). A epidemia afetou principalmente os estados de Minas
Gerais e Espirito Santo, porem com casos registrados também do Rio de Janeiro e em Sao Paulo
(FARIA et al., 2018). Foi expandido, pelo Ministério da Salde, a &rea de recomendacdo de
vacinacdo contra a febre amarela para todo territério nacional em 2020
(http://www.saude.gov.br/noticias/agencia-saude/46139-em-2020-ministerio-da-saude-amplia-

publico-para-vacinas-contra-febre-amarela-e-gripe).
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Figura 3. Série histdrica do nimero de casos confirmados de febre amarela entre 1980 e junho de 2018. A epidemia
relacionada ao ciclo silvestre de transmisséo da doenca ocorrida entre 2017 e 2018 pode ser observada com 1.379 casos
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humanos e 483 6bitos, com 864 epizootias registradas. A taxa média de letalidade se manteve constante em 39,7%.
Fonte: Ministério da Saide. Monitoramento do periodo sazonal da Febre Amarela - Brasil 2017/2018 Informe
Epidemiolégico - SVS - Ministério da Saude. [s.I: s.n.]. Disponivel em:
<http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2018/maio/18/Informe-FA-26.pdf>.

Essa ocorréncia também levantou preocupaces com o risco de reurbanizagdo da doenca,
devido ao grande nimero de casos ocorridos préximos a regiées urbanas densamente povoadas e
com grande presenca de vetores competentes. Um estudo de Couto-Lima et al., (2017), mostrou a
susceptibilidade dos mosquitos antropofilicos A. aegypti e Aedes albopictus, a infeccdo com
linhagens americanas e africanas do YFV, refor¢ando a necessidade de uma alta cobertura vacinal
para evitar a emergéncia de epidemias urbanas, provenientes tanto de linhagens ja circulantes,
quanto da possivel introducdo de linhagens virais africanas.

Anélises gendmicas do virus circulante durante a epidemia, tanto em primatas ndo-
humanos, quanto em casos confirmados e Obitos decorrentes da doenca em humanos, ajudaram e
revelar os padrdes de distribuicdo espacial e temporal da progressdo da epidemia. Casos de
epizootias ocorridas em 2014 no estado do Mato Grosso do Sul e Goias indicam que a regido
centro-oeste do pais provavelmente serviu como zona de transicdo do virus entre a regido
amazonica e o sudeste brasileiro, ndo se observando a ocorréncia de muitos casos humanos
provavelmente devido a maior cobertura vacinal na regido (CUNHA, MARIELTON DOS
PASSOS et al., 2019). O inicio da epidemia em si se deu no estado de Minas Gerais em junho de
2015, a partir gendtipo sul americano | do YFV, que entdo divergiu em dois clados durante a sua
disseminacdo por Minas Gerais, e pelos estados da Bahia, Rio de Janeiro, Espirito Santo e S&o
Paulo (CUNHA, MARIANA SEQUETIN et al., 2019; CUNHA, MARIELTON DOS PASSOS et
al., 2019). O estudo de Faria et al. (2018), baseado em analises epidemioldgicas moleculares e
geogréficas, também ajudou a caracterizar a epidemia como associada ao ciclo de transmissao
silvestre do virus, e a elucidar como se deu sua progressdo. Esses estudos mostram o papel
importante da epidemiologia molecular, e das novas tecnologias de sequenciamento, para o
monitoramento e elaboracdo de estratégias de politicas publicas de prevencdo ao surgimento de

novas epidemias.
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1.5 Virus da febre amarela — genoma, proteinas virais e suas funcbes

O virion do YFV € uma particula esférica, de superficie relativamente lisa, com
aproximadamente 50 nm de didmetro, contendo um envelope de bicamada lipidica (Figura 4 B).

Figura 4. Microscopia eletronica de transmissdo (MET) de particulas virais de flavivirus. A: Particulas virais do
flavivirus ZIKV (seta preta) em célula infectada, mostrando sua replicacdo associada a membranas citoplasmaticas.
Fonte: CDC/ Cynthia Goldsmith, disponivel em https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=20487 — dominio publico B:
Contrastagao negativa de virions do YFV, sendo possivel observar a morfologia esférica com diametros entre 40 e 60
nm. Fonte: CDC/ Erskine Palmer, disponivel em https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=2176 — dominio publico.

O seu capsideo icosaédrico contéem o genoma constituido por uma fita simples de RNA
senso-positivo com aproximadamente 11.000 nucleotideos (nt). O RNA gendmico possui um
segmento ndo codante e uma estrutura CAP na sua extremidade 5°, estrutura essa importante para
garantir traducgdo eficiente do RNA, para protecéo de sua degradacdo por exonucleases celulares,
assim como para prevenir o reconhecimento celular do RNA viral e ativagdo de resposta imune
inata (DECROLY et al., 2012). Possui outra regido ndo codante e sem poliadenilagdo (cauda poli-
A) na sua extremidade 3. O RNA genomico possui apenas uma ORF (fase aberta de leitura, do

inglés “Open reading frame”) que codifica para um poliproteina que ¢é processada
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proteoliticamente para dar origem a 3 proteinas estruturais — capsideo C, membrana prM e envelope
E (que compGe a estrutura da particula viral), assim como as 7 proteinas ndo-estruturais — NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (responsaveis pela replicacdo viral) (Figura 5)
(SIMMONDS et al., 2017).
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Proteinas estruturais Proteinas ndo-estruturais
I 1 1

Figura 5. Esquematizacdo do genoma e proteinas do YFV. O RNA gendmico viral codifica uma poliproteina que é
clivada co e pds-traducionalmente por proteases virais e do hospedeiro. Os tridngulos azuis indicam os sitios de
clivagem pela protease viral NS2B/NS3, assim como a seta destaca o sitio de clivagem entre a proteina de capsideo C
e a proteina prM. O tridngulo vermelho indica o lugar de clivagem pela protease no complexo de Golgi, e triangulo
verde por peptidase celular. Fonte: elaborado pelo autor.

A proteina de envelope (E) (~53 kD) é o principal componente do envelope viral, sendo
responsavel pela entrada em células através de endocitose mediada por receptor e fusdo de
membrana. A proteina é composta por trés dominios estruturais (DI, DIl e DIII). O dominio Il (DII)
contém a regido responsavel pela fusdo de membranas, e também pela dimerizacdo entre
mondmeros da proteina E, formando estruturas alongadas que se organizam em homodimeros
paralelos na superficie do envelope viral (MUKHOPADHYAY'; KUHN; ROSSMANN, 2005). O
dominio Il (DIII) é responsavel pelo reconhecimento de receptores, e € alvo de anticorpos
neutralizantes para diversos flavivirus (KAUFMANN; ROSSMANN, 2011; LINDENBACH,;
RICE, 2007).
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A proteina prM (~26 kD), assim como a proteina de envelope (E), se encontra ancorada ao
envelope viral, com 180 cOpias de ambas proteinas compondo a superficie da particula. A proteina
é sintetizada e incorporada a particula no seu estado imaturo (prM — pré-M), isso é importante para
inibir o rearranjo prematuro da proteina E em sua forma fusogénica. A porcao pr somente é clivada
da porcdo M tardiamente, durante o transito da particula no complexo de Golgi por uma protease
residente, o que leva formacdo da particula viral madura capaz de induzir fusdo de membranas
(ZHANG, YING et al., 2003).

A proteina de capsideo (C) possui uma massa molecular de ~11 kD, sendo a proteina menos
conservada entre os flavivirus. Mondmeros da proteina C formam dimeros através de associa¢des
entre alfa-hélices, importante para oligomerizacdo e montagem da estrutura do capsideo viral
(TEOH et al., 2014). A proteina é altamente basica, caracteristica que foi associada a sua fungao
de empacotamento do RNA viral através de interacOes eletroestaticas ndo especificas, apesar deste
processo ndo ser completamente elucidado (MA et al., 2004; PONG et al., 2011). Um estudo de
Samuel et al. (2016) identificou a forte atividade da proteina C do YFV de inibi¢do da resposta
antiviral mediada por RNAs interferentes (RNAI) no mosquito A. aegypti, reforcando o papel
adaptativo para multifuncionalidade de proteinas em virus com genomas reduzido.

As proteinas ndo estruturais (NSs) desempenham papeis fundamentais na replicacéo viral e
na maturacdo dos virions. A proteina NS1 (~46 kD) foi identificada como importante para
replicacdo viral a partir de estudos de mutacdes direcionadas, possuindo também uma associacao
importante com a proteina NS4A (LINDENBACH; RICE, 2003), porém sua exata fungdo ainda
ndo é bem estabelecida (LINDENBACH; RICE, 2007). Além de ser produzida por células durante
a infeccdo essa proteina também é secretada em sua forma sollvel, resultando em uma forte
resposta humoral contra a proteina (LINDENBACH; RICE, 2003).

A proteina NS2A (~22 kD) é uma proteina hidrofobica que possui associacdo a membranas
celulares. Essa proteina foi identificada como importante no processo de montagem/secrecdo de
particulas virais de flavivirus, sendo que mutacdes seletivas nessa proteina causaram o bloqueio da
producdo de particulas infeciosas, associada a falha na formacdo de particulas contendo
nucleocapsideos (KUMMERER; RICE, 2002; LIU; CHEN; KHROMYKH, 2003). A proteina
também ¢ associada a inducdo da formacdo de estruturas membranosas intracelulares,

possivelmente também associadas ao processo de montagem de particulas (LEUNG et al., 2008).
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A pequena proteina NS2B (~14 kDa) se associa estavelmente a proteina NS3 funcionado
como um cofator essencial para o funcionamento dessa como protease. O cofator NS2B age tanto
estabilizando o dobramento correto, como também diretamente no sitio ativo de clivagem de eu
substrato (FALGOUT et al., 1991; LI; PHOO; LUO, 2014). NS3 (~70 kD), por sua vez, é
multifuncional. Sua porgdo amino-terminal funciona como uma sSerino protease para 0
processamento da poliproteina viral, enquanto sua por¢do carboxi-terminal possui atividade de
helicase e nucleotideo trifosfatase, aparentemente importante para separacao da fita molde de RNA
da nova fita de RNA nascente durante a replicacdo (ASSENBERG et al., 2009; LUO et al., 2008).

As proteinas NS4A (~16 kD) e NS4B (~27 kD) séo hidrofobicas e interagem com
membranas. Ambas proteinas ndo possuem atividade enzimaticas identificadas, e sua fungdo exata
ainda ndo é completamente conhecida. Ha evidencias que indicam a presenga de NS4A no
complexo replicativo (MACKENZIE et al., 1998) e a interacdo entre as duas proteinas, que é
importante para eficiéncia de replicagdo de DENV (ZOU et al., 2015). Foi identificado uma
associacdo entre NS4B e NS3 também importante para eficiéncia de replicacdo de DENV
(CHATEL-CHAIX et al., 2015). Interessantemente, foi observada a inducdo de autofagia in vitro
por NS4A, protegendo células contra morte induzida pela infeccdo por DENV e o virus Modoc
(flavivirus murino), e aumentando a replicacdo viral (MCLEAN et al., 2011). Ambas NS4A e
NS4B de ZIKV foram identificadas induzindo autofagia e levando ao desenvolvimento neuronal
anormal in vitro (LIANG et al., 2016).

NS5 é a maior proteina ndo-estrutural do YFV, com ~103 kD. Sua principal atividade é
como uma RNA polimerase dependente de RNA (RdRP), responsavel pela reacdo de
polimerizacdo de RNA durante a replicacdo viral, também sendo importante na mediacdo da adicao
da estrutura CAP da extremidade 5’ do RNA genomico (LINDENBACH; RICE, 2003).

1.6 Ciclo infeccioso e replicacao

A infeccdo por flavivirus se inicia com o reconhecimento da proteina E por receptores virais
e fatores de ligacdo celulares (associados ao recrutamento e concentracdo de particulas virais a
superficie celular). Os mecanismos e componentes exatos envolvidos ndo sdo completamente
elucidados, porem diversas proteinas de membrana como os receptores de lectina tipo C (CLRs),

glicosaminoglicanos (GAGs) como sulfato de heparano, receptores da familia TIM e TAM, e a
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proteina conservada proibitina aparentam estar envolvidos (KUADKITKAN et al., 2010;
PERERA-LECOIN et al., 2013).

Apbs internalizagdo de virions por endocitose, a acidificagdo do endossomo desencadeia a
reorganizacdo da proteina E em homotrimeros, possibilitando a fusdo do envelope viral a
membrana endossomal, levando a liberacdo citoplasmatica do RNA genbmico
(MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005). A replicacdo acontece no reticulo
endoplasmatico (RE), e estudos recentes ajudaram a elucidar parte deste processo. E induzido o
remodelamento dessa organela, com papel importante das proteinas NS1, NS2A, NS2B, NS4A e
NS4B, levando a formacéo de estruturas denominadas organelas de replicacdo viral. Sdo formados
entdo complexos para replicacdo e montagem de particulas virais, associados também a membrana
e proteinas do RE do hospedeiro (ARAKAWA; MORITA, 2019; ROTHAN; KUMAR, 2019). Os
nuclecapsideos formados adquirem seu envelope ao brotarem do RE, e sdo entdo encaminhados
pelo caminho secretorio ao complexo de Golgi, aonde ocorrera o processamento proteolitico final
da proteina prM por uma protease residente. Particulas sdo entéo liberadas na membrana plasmatica
em seu estado maduro (GEROLD et al., 2017) (Figura 6).
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Figura 6. Esquematizacdo da replicacéo e ciclo infecioso do YFV. Particulas virais entram em células por endocitose
mediada por receptor (1), que é seguido por fusdo com a membrana endossomal mediada por sua acidificacdo,
liberando 0 RNA gen6mico viral (2). A traducdo da poliporteina viral (3) ocorre em seguida, e a replicacdo e montagem
de novas particulas virais acontece associada a membrana do reticulo endoplasmatico (4), de onde a particula brota
adquirindo seu envelope. A particula percorre o caminho secretorio (5) aonde termina sua maturacéo com a clivagem
de prM em M, adquirindo sua capacidade fusogénica e é entdo liberada da célula (6). Adaptado de: Gerold et al., 2017.

2. Objetivo

Avaliar a producdo de VLPs do YFV utilizando sistema de expressdo de baculovirus em
células de inseto através de diferentes estratégias de controle de expressdo génica e processamento

proteico.

2.1 Objetivos especificos

e Construcdo de baculovirus recombinantes contendo apenas genes de proteinas estruturais,
ou genes de proteinas estruturais e ndo estruturais do YFV, para avaliacdo do papel de

proteinas ndo estruturais no processamento de proteinas virais e formacédo de VLPs;
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e Auvaliar os efeitos citopaticos causados pela expressdo dos genes do YFV em células de
lepidéptera como possivel plataforma de teste para inibidores virais;

e Analisar o perfil de expressdo de proteinas do YFV e de baculovirus por SDS-PAGE e
Western blot;

e Producdo de VLPs no sobrenadante de cultura de células sem a presenca de BVs de

baculovirus, através da utilizagdo da construgdo de baculovirus recombinantes gp64-null;

e Analisar a formacdo de VLPs de YFV por microscopia eletronica de células infectadas com
virus recombinantes, assim como a secrecao de VLPs por ultracentrifugagéo e contrastacao

negativa.

3. Material e Métodos
3.1 Virus e células

Todos os virus utilizados no trabalho foram construidos a partir do genoma do baculovirus
Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus isolado E2 (AcMNPV) contido no
cromossomo bacteriano artificial LMON14272 (bacmideo) presente em células de Escherichia coli
DH10Bac™ do sistema “Baculovirus Expression System” Bac-to-Bac®, (Invitrogen, Carlsbad,
USA) (LUCKOW et al., 1993).

Células S9! expressando constitutivamente a proteina GP64 proveniente do virus Orgyia
pseudotsugata multiple nucleopolyhedrovirus (OpMNPV) foram utilizadas para propagacdo de
virus recombinantes sem o gene gp64, que codifica a principal glicoproteina de envelope viral
(PLONSKY et al., 1999).

Foram utilizadas as linhagens celulares provenientes de lepidoptera Spodoptera frugiperda
IPLB-Sf21-AE (Sf21) (VAUGHN et al., 1977) para propagacéo viral, e de Trichoplusia ni BTI-
TN5B1-4 (Tn5B) (GRANADOS et al., 1994) para expressdo de proteinas e 0os demais ensaios.
Células Sf-9 Easy Titer (Sf-9 ET) (HOPKINS; ESPOSITO, 2009), estavelmente transformadas

com um plasmideo contendo o gene da proteina enhanced green fluorescente protein (eGFP) sob
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o controle do promotor da poliedrina de baculovirus, ativado durante a infecgdo por baculovirus,
foram utilizadas para titulagdo de todos os virus construidos. Todas as células foram mantidas a
27°C em meio de cultura TC-100 (Vitrocell Embriolife, Campinas, Brasil) suplementado com 10%
soro fetal bovino (Invitrogen, Carlsbad, USA).

Celulas eletrocompetentes de E. coli da linhagem Max Efficiencyc DH10B (Invitrogen)
foram utilizadas para todas as clonagens moleculares, enquanto para expressdo heter6loga em E.
coli foram utilizadas células Rosetta-gami™ 2(DE3) pLysS (Merck, Darmstadt, Alemanha)

quimiocompetentes.

3.2 Construcdo dos plasmideos vetores para expressao de proteinas estruturais e nao

estruturais do virus da febre amarela
3.2.1 Construgéo do plasmideo vetor contendo promotores de baculovirus

Inicialmente foi sintetizado quimicamente, pela empresa Integrated DNA Technologies
(IDT; lowa, EUA), uma sequéncia de nucleotideos contendo a sequéncia do promotor tardio pVP39
e 0 promotor precoce pGP64 do virus Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus
isolado 2D (AgMNPV) em sentidos opostos, separados por um sitio de restricdo da enzima Xbal,
e flanqueados com sitio de restricdo para as enzimas Sphl e Hindlll. Foram utilizados sequencias
promotoras provenientes do virus AGQMNPV e ndo do virus ACMNPV como uma forma de evitar
possivel ocorréncia de recombinacdo entre a regido promotora inserida e regibes promotoras
homalogas presentes o genoma do AcCMNPV, o que poderia ocasionar a perda do cassete clonado.
A construgdo contendo as sequéncias promotoras foi entdo amplificado pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) utilizando 25 microlitros (ul) da enzima GoTaq® Green Master Mix (Promega,
Madison, EUA); 0,2 ul da enzima Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (New England BioLabs,
Ipswich, EUA); 1 ul cada dos primers pPVP39PGP64 F e pPVP39PGP6 R (Tabela 1)
(concentragdo 10 uM); 1 ul do DNA sintético (10 ng/ul) e completado para o volume final de 50
ul com agua “milli-Q”. O programa utilizado para amplificacao foi: 94°C por 2 min, 35 ciclos de
94°C por 20 s, 55°C por 20 s, 72°C por 50 s (extensdo) e uma etapa de extensdo final por 4 min. O
produto de PCR foi entdo submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8%, sendo verificada a
presenca de uma banda do tamanho esperado de ~716 pares de base (pb) e subsequentemente

excisada e eluida utilizando o kit ilustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE
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Healthcare, Chicago, EUA) de acordo com as recomendacOes do fabricante. Todas as outras

eluicdes de gel de agarose foram realizadas da mesma forma.

Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados e suas sequéncias.

Nome

Sequéncia de nucleotideos (5> — 3°)

pPVP39PGP64 F

pPVP39PGP6 R
pYFVCprMESal F

pYFVCprMEXma R
pCMEHistagSal F

pCMEHAtagXma R

PYFVNSEco F
PYFVNSPst R

M13F

M13R

TGTGTAATTTATGTAGCTGT

ACAAACGCACCACTCTTGA
GACGTCGACGCCATTTTAATCGTTCGTTGAGC

ATTCCCGGGATTGTTACGCCCCAACTCCTAG

CTGCCCGGGTTAAGCGTAATCTGGAACATCGTA
TGGGTACGCCCCAACTCCTAG

GTCGTCGACATGCATCACCATCACCATCACTCT
GGTCGTAAAGCTC

GTAGAATTCGCTACAATGGGAGAAATACATG
GCACTGCAGAGCTTACCTCCTACCTTCAGCA
GTAAAACGACGGCCAGT

GCGGATAACAATTTCACACAGG

DNA eluido foi entdo ligado ao plasmideo PGEM® — T Easy (Promega, Madison, EUA)
(Figura 7) utilizando a enzima T4 DNA ligase (Promega, Madison, EUA) de acordo com as
indicacBes do fabricante. Dois microlitros da reacdo de ligacdo foram transformados por
eletroporacdo como em células DH10B eletrocompetentes como descrito por Sambrook et al.
(1989), incubadas em placa de Petri com meio LB so6lido contendo os devidos marcadores de
selecdo (ampicilina 100 pg/ml, 0,5% mM IPTG, X-Gal 80 pg/ml). Os clones foram selecionados
por selecdo azul e branco de acordo com indicac6es do fabricante, e subsequentemente confirmados
para presenca da insercdo da sequéncia de interesse no plasmideo pela técnica de PCR de col6nias,
como descrito por Berkgkessel & Guthire (2013), utilizando primers M13F e M13R que possuem
sitio de anelamento flanqueando as extremidades do gene lacZ. Um clone confirmado foi crescido

em meio LB liquido e 0 DNA plasmidial extraido utilizando o kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA
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Purification Systems (Promega, Madison, EUA) de acordo com as indicag¢des do fabricante. Todas

as extracOes de DNA plasmidial do trabalho foram realizadas desta maneira.
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Figura 7. Representacdo esquematica do plasmideo pGEM® - T Easy (Promega, Madison, EUA). Os sitios multiplos
de clonagem se ncontra no interior do gene lacZ.

O plasmideo pGEMpVP39pGP64 gerado foi digerido com as enzimas Sphl e Hindlll
(Promega, Madison, EUA) por ~14 h (“overnight”) (10 ul de DNA ~81 ng/ul, 1 ul de cada enzima,
3 ultampéo de reacdo 10X, 0,3 ul de albumina sérica bovina — BSA, agua “milliQ” para um volume
final de reacdo de 30 pl) para liberacdo do segmento de interesse portando os promotores. O
segmento génico de interesse produto de digestdo foi entdo eluido, e subsequentemente ligado ao
vetor pFastBac™ Dual (Invitrogen, Carlsbad, USA), previamente digerido com as mesmas
enzimas. Foi entdo formado o plasmideo vetor pFastBac™ nomeado de pFBpVP39pGP64,
contendo as regides para as seguintes subclonagens. A clonagem foi confirmada por PCR de

colnia e digestdo enzimatica (Figura 8).
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Figura 8. Representacdo esquematica da construgdo pFBpVP39pGP64 indicando os sitios de restricdo utilizados e as
fases de ativacdo dos promotores.

3.2.2 Construcdo dos plasmideos contendo o0s genes estruturais e ndo estruturais do YFV

O DNA complementar (cDNA) do YFV linhagem 17D, contido no plasmideo pCDNAYFV
(previamente gerado, dados ndo publicados), foi usado de molde para amplificacdo por PCR do
segmento contendo a sequéncia codante para 0s genes nao estruturais NS2A, NS2B e NS3,
utilizando os primers pYFVNSEco F e pYFVNSPst R (tabela 1), sendo adicionados os sitios de
restricdo para as enzimas Pstl e ECORI. A reagdo enzimatica foi realizada com as concentracfes e
volumes descritos em 3.2.1, o programa para amplificacdo também foi 0 mesmo com excecéo do
aumento do tempo de extensdo para 3 min. Este segmento foi entdo submetido a eletroforese em
gel de agarose 0,8%, eluido, e posteriormente digerido com as enzimas de restricdo Pstl e EcoRI
(Promega, Madison, EUA) “overnight” (11 ul de DNA ~137 ng/ul, 1 ul de cada enzima, 3 ul
tampao de reacdo 10X, 0,3 ul de BSA completado para um volume final de reacéo de 30 p). O
vetor FBpVP39pGP64 gerado foi também digerido com as mesmas enzimas para subclonagem dos
genes ndo estruturais, que foi confirmada por digestdo enzimatica e sequenciamento Sanger

(Macrogen, Coréia do Sul), dando origem ao plasmideo pFBYFVNS (Figura 9).
N\
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Figura 9. Representacdo esquematica da construgdo pFBYFVNS contendo a regido codante dos genes ndo estruturais
NS2A, NS2B e NS3 no YFV, e indicacdo das enzimas de restricdo utilizadas na clonagem.
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O cassete contendo todos os genes estruturais (C, prM e E) do YFV foi também amplificado
a partir do cDNA do YFV previamente gerado, por PCR, utilizando as mesmas quantidades e
programa de amplificacdo usado para amplificagdo dos genes ndo estruturais. Foram utilizados dois
pares de primers distintos: o par pYFVCprMESal F e pYFVCprMEXma R foi utilizado para adi¢ao
apenas dos sitios de restricdo para as enzimas Sall e Xmal, enquanto o par de primers
pCMEHistagSal F e pPCMEHAtagXma R foram usados para adi¢do também de caudas de histidina
(6xHisTag) e hemaglutinina (HATag), respectivamente, com o objetivo de auxiliar na detecgédo da
expressao e avaliar o impacto da adi¢do de “Tags” na formacao de possiveis VLPs. Os produtos de
PCR gerados foram submetidos a separacgdo eletroforética e eluidos como descrito anteriormente.
A digestdo enzimatica foi realizada sequencialmente, devido a incompatibilidade entre os tamp&es
das enzimas selecionadas. Primeiramente foi realizada a digestdo por Xmal (New England
BioLabs, Ipswich, EUA) “overnight” (6 ul de DNA ~365 ng/ul, 1 ul de Xmal (New England
BioLabs, Ipswich, EUA), 5 ul tampéo de reacdo 10X, completado para um volume final de reacéo
de 50 ul), o produto da digestao foi entdo limpo utilizando o kit ilustra GFX PCR DNA and Gel
Band Purification Kit (GE Healthcare) e em seguida submetido a digestdo pela enzima Sall
(Promega, Madison, EUA) “overnight” (25 ul de DNA, 1 ul de Sall, 5 ul tampdo de reacdo 10X,
0,5 ul de BSA, completado para um volume final de reacéo de 50 pl).

O mesmo protocolo de digestdo foi realizado com os plasmideos FBpVP39pGP64
(contento apenas a sequéncia dos promotores), quanto o plasmideo pFBYFVNS (contendo os genes
ndo estruturais do YFV). Os produtos de digestdo foram entdo ligados, transformados e
confirmados por digestdo enzimatica e sequenciamento como anteriormente para gerar quatro
novos plasmideos: pFBYFVCME contendo apenas o0s genes estruturais do YFV (Figura 10 A e C),
e 0 pFBYFVNSCME contendo os genes nao estruturais e estruturais do YFV (Figura 10B e Figura
11D).
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Figura 10. Representacdo esquematica dos plasmideos vetores finais construidos para expressao dos genes estruturais

e ndo estruturais do YFV, com e sem Tags peptidicas. A seta preta ligando a regiao NS2B/NS3 a juncdo C/prM indica
o sitio de clivagem da protease.
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Figura 11. Esquematizacdo do plasmideo pFBYFVNSCME para expressdo de proteinas estruturais e ndo estruturais
do YFV. Esta indicado o cassete de proteinas ndo estruturais (NS2A, NS2B e NS3) — verde escuro, sob o controle do
promotor precoce prAgGP64 (verde claro), e o cassete estrutural (C, prM e E) — verde escuro, sob o controle do

39



promotor precoce/tardio prAgVP39 (verde claro). Estdo indicados também: marcadores de resisténcia a ampicilina e
gentamicina (amarelo), sitios Tn7R/Tn7L de transposicdo (vermelho), sinais de poliadenilagdo (SV40\pA e HSV TK
— turquesa) e origem de replicacdo (azul claro). Criado com: Geneious version 11.0 (Biomatters, Auckland, Nova
Zelandia).

3.3 Construcdo dos virus recombinantes para expressao de proteinas do YFV: transfeccéo,

amplificacdo e titulacdo viral

Com todos os plasmideos doadores pFastBac™ construidos, foi realizada entdo a formacao
dos baculovirus recombinantes para expressao heteréloga em células de inseto, utilizando o sistema
Bac-to-Bac®, (Invitrogen, Carlsbad, USA) (Figura 11), de acordo com as especificagdes do
fabricante. Os plasmideos contendo as diferentes construcdes geradas (Figura 10) foram
individualmente transformados em células DH10Bac™ aonde, a partir da sintese da enzima
transposase pelo plasmideo auxiliar (Helper), séo reconhecidos os sitios de transposi¢do mini-Tn7
do plasmideo doador, e transposto para o sitio de destino mini-attTn7 no bacmideo estavelmente
transformado. Celulas transformadas foram incubadas em meio LB solido contendo 10 pg/ml de
tetraciclina, 7 pg/ml de gentamicina, 50 pg/ml de canamicina, 40 pg/ml de IPTG e 100 pg/ml de
X-Gal. O bacmideo recombinante gerado possui o gene lacZ interrompido pela inser¢do da
sequéncia de interesse, possibilitando entdo a selecdo azul e branco de coldnias em que ocorreu a
recombinacdo. Colonias brancas tiveram a presenca do bacmideo recombinante confirmada por
PCR de colbnias utilizando os primers M13F e M13R. Clones confirmados foram esgotados em
meio solido para eliminacdo de contaminantes ndo recombinantes pelo método “streak plate”
(SANDERS, 2012) e o DNA de bacmideos recombinantes foi entdo purificado como descrito em
3.2.1,
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Figura 12. Esquematizacdo mostrando as etapas do sistema Bac-to-Bac® (Invitrogen, Carlsbad, USA) para formacéo
de baculovirus recombinantes. Adaptado de: User Guide Bac-to-Bac Baculovirus Expression System, disponivel em:
http://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/bactobac_man.pdf.

Também foi utilizada a linhagem de células DH10Bac™gp64-null cedida pelo professor
Gary W. Blissard da Universidade Cornell (EUA). Esta linhagem possui 0 gene gp64, responsavel
pela codificacdo da proteina de envelope viral essencial para a entrada e brotamento de BVs,
deletada pela insercdo do gene de resisténcia a cloranfenicol (CAT — Cloranfenicol acetil
transferase) em seu locus. Isso foi feito com o objetivo de gerar baculovirus gp64-null que
expressassem as proteinas heterdlogas de interesse, sem que houvesse a formacdo de particulas
virais brotadas como contaminante.

Para formagao dos baculovirus recombinantes 6 pl do agente de transfeccio FUGENE® HD
(Promega, Madison, EUA) foi adicionado a 10 ul de DNA plasmidial purificado (100 ng/ pl)
diluido em meio TC-100 para um volume final de 100 pl, incubado por 10 min em temperatura

ambiente e adicionado a células Sf21 60% confluentes em placas para cultivo de célula 32,8 mm
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(Kasvi, Séo José dos Pinhais, Brasil). Ap6s 7 dias de transfeccdo o sobrenadante da cultura,
nomeado de PO, foi coletado e 200 ul usados para infectar células Sf21 80% confluentes em uma
garrafa para cultivo de células de 75 cm? (Kasvi, Sio José dos Pinhais, Brasil). Setenta e duas h
pos infecgdo (h p.i.), o sobrenadante da cultura, nomeado P1, foi coletado para titulagdo e uso como
indculo viral nos demais ensaios. A titulagdo viral foi realizada pelo método de “End-point
dilution”, aonde placas de 96 pocos (Kasvi, Sdo José dos Pinhais, Brasil) foram semeadas com
1x10* células/ml de células Sf9-ET em meio de cultura TC-100, e em seguida fileiras foram
inoculadas com diluicBes crescentes de indculo viral P1 (102 a 10%). Pogos com células exibindo
fluorescéncia (expressando eGFP) foram entdo contabilizados como infectados para determinagéo
do titulo viral em 50% Tissue Culture Infective Dose (TCID50) (REED; MUENCH, 1938). Todos

0s virus gerados se encontram esquematizados na Figura 13.

AcYFVNS gp64+ AcYFVCME AcYFVNSCME AcYFVCMETag
gp64+/gp64- gp64+/gp64- AcYFVNSCMETag

Figura 13. Representacdo dos virus gerados no trabalho. AcYFVNS: virus contendo genes somente de proteinas ndo
estruturais do YFV; AcYFVCMEgp64+/gp64-: virus contendo genes somente de proteinas estruturais do YFV, com e
sem 0 gene gp64; AcYFVNSCMEQp64+/gp64-: virus contendo genes de proteinas estruturais e ndo estruturais do
YFV com e sem o gene gp64; AcYFVCMETag/AcYFVNSCMETag: virus contendo genes das proteinas estruturais
ou estruturais e ndo estruturais de YFV com 6xHIS e HA-tag.

3.4 Expressao de antigenos da febre amarela para producéo de anticorpos policlonais

No trabalho também foi construido um plasmideo contendo regibes especificas das
proteinas C, prM e E do virus da febre amarela. Este plasmideo foi utilizado para expressdo em
sistema procariético de uma proteina contendo regides de proteinas estruturais do YFV fusionadas,
com o objetivo de inoculacdo em camundongos para producéo de anticorpos policlonais a serem

utilizados nos ensaios de deteccdo desenvolvidos.
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3.4.1 Construcdo do plasmideo contendo regides de proteinas estruturais do YFV

Foi sintetizado quimicamente, pela empresa Integrated DNA Technologies (IDT; lowa,
EUA), um cassete contendo regifes selecionadas das proteinas estruturais do YFV fusionadas,
contendo trechos hidrofilicos que facilitassem sua expressao heter6loga em sistema bacteriano (

Figura 14).
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Figura 14. Esquematizacdo mostrando a sequéncia de residuos de aminoacidos das proteinas estruturais do YFV. Em
verde esta indicado a poliproteina estrutural completa do YFV (C, pr e E), enquanto em vermelho estdo indicadas as
regides hidrofilicas, sem dominios transmembrana, selecionadas para expressao em sistema procarioto. Criado com:
Geneious version 11.0 (Biomatters, Auckland, Nova Zelandia).

A sequéncia de nucleotideos sintetizada foi amplificada utilizando os primers listados na
Tabela 2, sendo adicionados sitios attBle attB2 para clonagem utilizando o sistema Gateway™
(Invitrogen, Carlsbad, USA).

Tabela 2. Oligonucleotideos utilizados para amplificacdo do cassete contendo por¢fes das proteinas
estruturais do YFV.

Nome Sequéncia de nucleotideos (5° — 37)
CprME FUSIONattB1 F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAATGTCTGG
TCGTAAAGCG
CprME FUSIONattB2 R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATTAATGGTG
ATGGTGATGGT

A clonagem molecular foi realizada de acordo com as especificacdes do fabricante.
Inicialmente, foi realizada a reacdo de recombinacdo BP para insercdo do cassete no plasmideo
pDONR™207 (Invitrogen, Carlsbad, USA) da seguinte forma: 3 ul de produto de PCR-attB (~150
ng de DNA) foi adicionado a 1 ul (~500 ng de DNA) do plasmideo pDONR™207, completado

para 8 ul com tampdo TE (pH 8.0) e entdo incubado com 0,5 ul da enzima BP Clonase™ Il por 1
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h & temperatura ambiente. A reacdo foi entdo interrompida com 1 pl da solucéo de proteinase K
por 10 min a 37°C. A transformacdo foi realizada por eletroporacdo com 2 ul da reacdo como
descrito anteriormente, e transformantes incubados com o marcador de sele¢do de gentamicina (7
pg/ml). Clones foram confirmados por PCR de coldnias e digestdo enzimética, e 0o DNA plasmidial
de um clone foi purificado como descrito em 3.21 e nomeado como
pDONR™207CprMEFUSION, sendo usado para reacdo LR. A reacdo LR para transposicédo para
o plasmideo de destino foi realizada incubando 1 pl (~150 ng) do plasmideo pDONR™207 com 2
pl do vetor de destino pDEST™17 (Invitrogen, Carlsbad, USA), 2 ul da enzima LR clonasse,
completado para 10 pl com tampédo TE. A reacdo foi incubada overnight a temperatura ambiente,
interrompida com 1 pl de solucdo de proteinase K, assim como na reacdo BP, e 2 ul foram
transformados em células competentes. Coldnias crescidas com o marcador de selecdo (ampicilina
100 pg/ml) foram confirmadas como clones por PCR de colonia e o plasmideo resultante foi
nomeado de pDEST™17CprMEFUSION (Figura 15), e confirmado por digestdo enzimatica.

M Dlotem precursor peptide
anchored core protein C Depu e envelopezpro[em peptide
attB

m

ption terminator

pDEST17CprME FUSION
5,242 bp

Figura 15. Representacdo esquemética do plasmideo pDEST17CprMEFUSION. Estdo destacados em verde os
dominios da proteina C, prM e E fusionados que foram selecionados para expressdo. Também é possivel observar as
caudas de histina presentes no N- e C-terminal da proteina (rosa e amarelo). Estdo também indicados os sitios attB de
transposicdo (azul escuro), terminador de transcri¢do T7 (laranja), origem de replicacdo (azul claro), e gene de
resisténcia a ampicilina (Amp). Criado com: Geneious version 11.0 (Biomatters, Auckland, Nova Zelandia).
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O plasmideo pDEST™17CprME FUSION, contendo o cassete de interesse fusionado a
sequéncia de 6xHisTag contida no plasmideo, foi entdo transformado por choque térmico como
descrito em (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989) em células Rosetta-gami™ 2(DE3)
pLysS (Novagen) quimiocompetentes. Transformantes crescidos com as marcas de selegéo
(ampicilina 100 pg/ml, tetraciclina 10 pg/ml e cloranfenicol 25 pg/ml) foram confirmadas por PCR
de colbnias e aliquotas estocadas a -80°C.

3.4.2 Expressao de proteinas em células de E. coli Rosetta-Gami

Para expressdo da proteina contendo epitopos fusionados das proteinas estruturais do YFV
foi inicialmente crescido um pré-indculo em 10 ml de meio LB liquido, contendo ampicilina 100
ug/ml, tetraciclina 10 pg/ml e cloranfenicol 25 pg/ml overnight a 37°C. Este pré-indculo foi entdo
utilizado para inocular 100 mL de meio LB liquido, e a OD600 aferida a cada 30 min até atingir o
valor de 0,6, momento no qual a expressdo foi induzida utilizando IPTG em uma concentracao
final de 1mM. Foram coletadas fracbes de 1 mL de 1 em 1 h até 4 h pos inducdo, e o volume

remanescente coletado, centrifugado a 5,000 g por 7 min e armazenado a -20°C.

3.4.3 Purificacdo de proteinas por cromatografia de afinidade em coluna de niquel

Para purificacdo desnaturante por cromatografia de afinidade, foi utilizada a coluna HIS-
Select Nickel Affinity Gel® (Sigma Aldrich) para captura de proteinas com 6xHis tag. Os
precipitados de células foram lisados utilizando homogeneizador ultrassdnico (Bandelin Sonoplus
HD 2070) para purificacdo de proteinas, atraves de 5 ciclos de sonicacéo por 15 segundos em 30%
de poténcia, diluidos em 10 ml de tampao de ligacdo (50 mM Tris-Cl pH 8,0, 10 mM imidazol,
100 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 6 M uréia e 1 mM PMSF). A coluna foi preparada com lavagem
com 3 volumes de agua deionizada, seguida de lavagem com um volume de tampao de eluicéo (50
mM Tris-Cl pH 8,0, 300 mM imidazol, 100 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 6 M uréiae 1 mM PMSF),
equilibrada com 5 volumes de tampdo de ligacdo. Em seguida foi adicionada o lisado celular,
lavado com 2 volumes de tampéo de lavagem (50 mM Tris-Cl pH 8,0, 60 mM imidazol, 100 mM
NaCl, 0.1 mM EDTA, 6 M uréia e 1 mM PMSF) e finalmente eluido em 3 ml de tampé&o de eluicao.

As proteinas purificadas foram ent&o concentradas utilizando a coluna Vivaspin® 6 10 kDa MWCO
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(GE Healthcare), de acordo com indicacGes do fabricante, e ressuspendidas em 1 ml de tampéo
fosfato salino 1X (PBS: NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO4 10 mM e KH2PO4 1,8 mM, pH
7,4). As proteinas purificadas foram entdo quantificadas por densitometria em gel de SDS-PAGE
utilizando a ferramenta do software ImageJ 1.52a (National Institues of Health, USA).

3.5 Avaliacdo da expressdo de proteinas recombinantes
3.5.1 SDS-PAGE e Western Blot

A avaliacdo da expressdo das proteinas recombinantes foi realizada analisando as proteinas
presentes no extrato total de células infectadas, e da porcdo do sobrenadante apds
ultracentrifugacdo, submetidas a separacdo -eletroforética em gel de poliacrilamida com
dodecilsulfato de sodio - SDS 12% (SDS-PAGE), e Western blot.

Os géis de poliacrilamida foram preparados utilizando o aparato Mini-PROTEAN 3
system® (Bio-Rad) de acordo com as indicagBes do fabricante. Para avaliacio de proteinas totais
nas amostras o gel foi corado e fixado utilizando solucio de 0,1% Comassie® Azul brilhante G 250
em solucao de 10% é&cido acético e 40% metanol, sob agitacédo por 2 h, seguido de tratamento com
solucéo descorante de 40% metanol e 10% acido acético.

As proteinas separadas nos géis utilizados para western blot, foram transferidas para
membrana de PVDF Amersham Hybond P 0.45 (GE Healthcare) utilizando o equipamento Trans-
Blot® Turbo™ (Bio-Rad) de acordo com indicacGes do fabricante e, utilizando o tamp&o de
transferéncia Bjerrum Schafer-Nielsen sem SDS (48mM Tris, 39mM glicina, 20% metanol). Apds
a transferéncia, a membrana foi lavada 1 vez com PBS e em seguida bloqueada por 2 h em solugéo
3% BSA em PBS, e entdo incubada com o anticorpo primario apropriado diluido em PBS com
0,5% BSA overnight a 4°C. Apds a incubacdo com anticorpo primario a membrana foi lavada 3
vezes por 15 min sob agitacdo leve com tampao PBS mais 0,05% Tween (PBST) e em seguida
incubada com o anticorpo secundario apropriado conjugado a enzima fosfatase alcalina por 1 h,
lavada novamente 3 vezes com PBST por 15 min. A revelacdo foi feita utilizando o substrato
BCIP/NBT (Promega, Madison, EUA), ou o substrato Novex™ AP Chemiluminescent Subtrate

(Invitrogen, Carlsbad, USA), ambos de acordo com as indicac@es do fabricante.
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3.5.2 Microscopia 6tica, ensaio de inducdo de fusdo e complementacdo

Todas as analises de microscopia Otica e fluorescéncia foram realizadas utilizando o
microscépio invertido AxioVert 100 (Zeiss).

A avaliacdo da capacidade de indugdo de fusdo de membranas celulares da proteina de
envelope do YFV, e o papel da complementacdo das proteinas ndo estruturais na formacdo de
sincicios (células multinucleadas) foi realizado como descrito abaixo.

Uma placa de cultura de células de 24 pogos (TPP, Tchno Plastic Products AG,
Trasadingen, Suica) foi semeada com células Tn5B, com a mesma quantidade de células por pogo,
permitidas aderir por 12 h, e quantidade de células por pogo estimada utilizando a ferramenta de
area e contagem de células do software Zen 3.1 Blue (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Munique,
Alemanha). Células foram ent&o infectados em triplicatas com multiplicidade de infeccdo (MOI)
5 com os virus ACYFVNS, AcYFVCME ou AcYFVNSME apenas. Apds 24, 48 e 72 h p.i. foram
adquiridas imagens de 3 campos escolhidos aleatoriamente das trés triplicatas biologicas para cada
tratamento. Um quadrado com arestas de 200 um foi selecionado de cada micrografia, dentro do
qual todas as celulas individuais e sincicios foram contados manualmente utilizando a ferramenta
de contagem do software Zen 3.1 Blue (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Munique, Alemanha). O
total de cada tratamento, em cada tempo, foi compilado para o célculo da porcentagem que sincicios
representavam do total de células nos campos. Para comparacao entre as médias foi realizado o
teste T de Student pareado entre os mesmos tempos de tratamento dos virus ACYFVCME e
AcYFVNSCME. A elaboracgéo dos gréaficos e analise estatistica foram realizadas usando o software

GraphPad Prism verséo 7 (GraphPad Prism Software Inc, La Jolla, California, EUA).

3.5.3 Microscopia eletrdnica de transmisséo

A avaliacdo da formacdo de possiveis VLPs de YFV foi realizada através de analise por
microscopia eletronica de transmissdao (MET) de células Tn5B infectadas, e por contrastacdo
negativa do meio de cultura sobrenadante. Os sobrenadantes de culturas infectadas foram
clarificados 72 h p.i por centrifugacdo (5000 g por 6 min) e entdo ultracentrifugados através de
colchdo de sacarose 25% em PBS (p/v) a 90000 x g por 1:30 h". Os precipitados obtidos foram
ressuspendidos em PBS, em seguida foram adsorvidos em telas de niquel revestidas por carbono

por 15 min, contrastadas em 2% acido fosfotingstico (PTA) por 6 min, lavadas em uma gota de
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agua “milliq ”, e permitidas secar por 6 h antes de observacdo pelo MET Jeol 1011, 80 kV. A andlise
das dimensdes das particulas encontradas no sobrenadante de cultura foi realizada usando o
software ImageJ 1.52a (National Institues of Health, USA), sendo medido o didmetro de um total
de 124 particulas e os gréaficos construidos utilizando o software GraphPad Prism versdo 7
(GraphPad Prism Software Inc, La Jolla, Califérnia, EUA).

Células Tn5B (24 h p.i.) foram coletadas por centrifugacdo a 4000 x g por 6 min, lavadas 2
vezes com PBS pH 7,4 e em seguida fixadas overnight a 4°C em fixador Karnovsky (glutaraldeido
2%, formaldeido 2%, em tampé&o cacodilato de s6dio 0,1 M pH 7,4). Apos fixacdo, as células foram
centrifugadas a 5000 x g por 5 min, lavadas duas vezes por 5 min com tamp&o cacodilato de sddio
0,1 M, e em seguida pds-fixadas em solucdo de 1% tetroxido de 6smio e 1% ferrocianeto de
potassio em 0,1 M tampdo cacodilato de sddio pH 7.4, logo apos lavadas 3 vezes em agua “milliQ".
As células foram entdo contrastadas in bloc em solugdo de 2% acetato de uranila a 4°C overnight,
desidratadas e concentracdes crescentes de acetona por 15 min cada (30% 50% 70% 90% e duas
vezes em 100%), seguidamente incluidas em concentragdes crescentes da resina Spurr (3:1, 2:1,
1:1, 1:2, 1:3 raz&@o acetona:resina) e finalmente em resina pura e emblocadas a 65°C por 72 h.
Amostras emblocadas foram cortadas em sessdes ultrafinas utilizando o ultramicrétomo Leica EM
UC 7, colocadas sob telas de niquel e visualizadas no MET Jeol 1011, 80 kV.

4. Resultados

4.1 ConfirmacGes de clonagens e construcdo dos plasmideos de transferéncia
pFBpVP39pGP64, pFBDYFVNS, pFBDYFVCME e pFBDYFVNSCME

Para a construcao do vetor de transferéncia modificado pFBpVP39pGP64, 0 amplicon com
as sequéncias promotoras prVP39 e prGP64 para controle da expressdo de genes heterdlogos
utilizando um mesmo baculovirus recombinante foi amplificada por PCR a partir de DNA
sintetizado (IDT) utilizando como base as sequéncias dos promotores dos genes vp39 e gp64 do
baculovirus AQMNPV, gerando um fragmento de DNA de 580 pares de bases. Este vetor visa a
expressdo de dois genes em sequéncia durante a infeccdo de células de inseto: na fase inicial ou
precoce da infeccdo pelo promotor do gene precoce gp64 que forma a proteina de envelope do
baculovirus, seguido pela fase precoce atrasada e tardia da infec¢do, quando inicia-se a expressao

a partir do promotor tardio do gene estrutural de capsideo de baculovirus vp39. O amplicon foi
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clonado no vetor pFastBac™ Dual (Invitrogen, Carlsbad, USA), utilizando as enzimas de restricao
Sphl e HindlI1 em ambos elementos. Esta digestéo resulta na excisédo dos promotores muito tardios
prPOLH e prP10 originais do plasmideo comercial pFastBac™ Dual. A construcdo foi confirmada
pela reacdo de digestdo do plasmideo com as enzimas de restricdo Xbal e EcoRl, sendo liberados
segmentos de DNA dos tamanhos esperados de 5139 pb e 344 pb, e com as enzimas Xbal e Sall,
gerando as bandas dos tamanhos esperados de 5244 pb e 239 pb (Figura 16).
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Figura 16. A: Mapa vetor do plasmideo pFBpVP39pGP64. Em destaque estdo as sequéncias dos promotores pVP39 e
pGP64 em verde, assim como os sitios de restrigdo usados para clonagem (Sphl e Hindlll) e os sitios utilizados para
digestdes de confirmagdo (Xbal, EcoRlI e Sall) - Criado com: Geneious version 11.0 (Biomatters, Auckland, Nova
Zelandia). B: Perfil de digestdo de confirmagdo analisado por eletroforese em gel de agarose 0,8% mostrando a
liberacdo de segmentos DNA de tamanhos esperados.

A sequéncia dos genes ndo estruturais NS2A, NS2B e NS3 do YFV foram amplificados por
PCR, utilizando o cDNA viral como molde, e clonados sob o controle do promotor precoce do
baculovirus AGQMNPV pGP64, gerando plasmideo pFBDYFVNS. A confirmacdo da construgdo do
plasmideo foi realizada por digestao utilizando a enzima de restricdo Hindlll, liberando as bandas

de tamanhos 2140 pb e 6291 pb, e com a enzima Bglll liberando as bandas de tamanhos 476 pb,
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1096 pb, 3375 pb e 3494 pb, assim como o esperado (Figura 17). O plasmideo gerado também teve

sua sequéncia confirmada por sequenciamento Sanger.

PFBYFVNS
8,423 bp

non-structural protein NS3 peptide

SvV40 po%/\) lyA signal g ‘ Bglll (7,700)
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Figura 17. Confirmacdo da clonagem dos genes ndo estruturais do YFV no plasmideo pFBpVP39pGP64. A: Mapa
vetor do plasmideo pFBDYFVNS. Em destaque estdo as sequéncias dos genes ndo estruturais do YFV NS2A, NS2B
e NS3 em verde, assim como os sitios de restricdo usados para clonagem (Pstl e EcoRlI) e os sitios utilizados para
digestBes de confirmacdo (Hindlll e Bglll). B: Simulacéo in silico do perfil de digestdo com as enzimas de restricdo
selecionadas. Criados com: Geneious version 11.0 (Biomatters, Auckland, Nova Zelandia). C: Perfil de digestdo de
confirmacdo analisado por eletroforese em gel de agarose 0,8% mostrando a liberacdo de segmentos de DNA de
tamanhos esperados.

As construcdes contendo a sequéncia dos genes estruturais do YFV (C, prM e E) foram
gerados a partir de subclonagem tanto no plasmideo pFBpVP39pGP64, quanto no plasmideo
pFBDYFVNS. Isso foi feito como forma de avaliar o papel da expressdo das proteinas nédo
estruturais virais (NS2A, NSB e NS3), em particular a protease viral, na formacao de VLPs.

A confirmacéo do plasmideo pFBYFVCME foi feita por digestdo enzimatica com a enzima
Bglll gerando os fragmentos de DNA de 7395 pb e 474 pb, e com a enzima EcoRI resultando em
fragmentos de 5073 pb e 2796 pb, como esperado a partir de simulacéo de digestdo in silico (Figura
18, A-C). Também foi confirmada a sequéncia do plasmideo por Sequenciamento Sanger. O
plasmideo pFBYFVNSCME foi também confirmado por digestdo enziméatica com a enzima Bgll|
(fragmentos gerados de 474 pb, 1096 pb, 3375 pb e 5884 pb) e com a enzima EcoRI (fragmentos

gerados de 2796 pb e 8025 pb) (Figura 18, D-F).
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Figura 18. Confirmacéao da clonagem dos genes estruturais de YFV nos plasmideos pFBpVP39pGP64 e pFBDYFVNS.
A: Mapa vetor do plasmideo pFDYFVCME. Em destaque estdo as sequéncias dos genes estruturais do YFV C, prM e
E em verde, assim como os sitios de restricdo usados para clonagem (Sall e Xmal) e os sitios utilizados para digestdes
de confirmacéo (Bglll e EcoRl). B: Simulago in silico do perfil de digestdo com as enzimas de restri¢éo selecionadas.
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Criados com: Geneious version 11.0 (Biomatters, Auckland, Nova Zelandia). C: Perfil de digestdo de confirmacdo
analisado por eletroforese em gel de agarose 0,8% mostrando a liberacdo de segmentos de DNA de tamanhos
esperados. D: Mapa vetor do plasmideo pFDYFVNSCME, em verde as sequéncias dos genes estruturais (C, prM e E)
sob o controle do promotor precoce/tardio pVP39 e os genes ndo estruturais (NS2A, NS2B e NS3) sob controle do
promotor precoce pGP64. E: Simulagdo in silico do perfil de digestdo com as enzimas de restri¢do selecionadas Criados
com: Geneious version 11.0 (Biomatters, Auckland, Nova Zelandia). F: Perfil de digestdo de confirmac&o analisado
por eletroforese em gel de agarose 0,8% mostrando a liberacdo de segmentos de DNA de tamanhos esperados.

4.2 Formagcdo do virus recombinante, ensaios de infeccdo e avaliagdo de inducdo de fusdo

celular

Os plasmideos gerados foram utilizados para construcdo de baculovirus recombinantes
utilizando o sistema Bac-to-Bac® (Invitrogen, Carlsbad, USA), como descrito no item 3.3. A
infeccdo de células Tn5B por baculovirus ACMNPV recombinantes resultam na ocorréncia de
efeitos citopaticos de infeccdo pelo virus, sendo possivel observar a partir de 24 h p.i hipertrofia
nuclear associada a replicagéo viral, e a reducéo das proje¢des citoplasmaticas e arredondamento
das celulas.

Infecgéo pelo baculovirus recombinante ACYFVNS, expressando somente as proteinas nao
estruturais (NS2A, NS2B e NS3) do YFV, apresentaram apenas efeitos citopaticos classicos de
baculovirus descritos acima, sem aumento aparente de ocorréncia de morte celular ou outras
alteracdes morfologicas (Figura 19, A painel superior). Interessantemente, infeccdes pelo
baculovirus recombinante AcYFVCME expressando somente as proteinas estruturais (C, prM e E)
do YFV, ocasionou uma inducdo de fusdo da membrana plasmatica entre células, dando origem a
sincicios multinucleados contendo em torno de 2 a 4 nacleos por célula. Esse efeito foi observado
a partir de 48 h p.i. sendo observado em maior quantidade 72 h p.i. (Figura 19, A painel do meio).

Infeccdes em células Tn5B com o virus ACYFVNSCME, expressando precocemente as
proteinas ndo estruturais e de forma precoce/tardia as proteinas estruturais do YFV, levou a inducao
exacerbada da fusdo entre células, aparente ja a partir de 24 h p.i., e se intensificando em 48 h p.i..
Apos de 72 h de infeccdo a maior parte das células na cultura se encontravam fusionadas em
sincicios contendo uma grande quantidade de nucleos por célula (Figura 19, A painel inferior, e
Figura 20).

A porcentagem de sincicios do total de células contabilizadas, como descrito no item 3.5.2,
mostrou a maior inducdo de formacdo de sincicios quando coexpresso ambas proteinas estruturais
e ndo-estruturais (Figura 19, B).
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Figura 19. Cinética de efeitos citopaticos observados apos infeccdo de células Tn5B por baculovirus recombinantes
em MOI 10. A: O painel superior mostra a evolucdo da infecgdo de células pelo baculovirus ACYFVNS (expressando
apenas as proteinas nao estruturais NS2A, NS2B e NS3), sendo possivel observar apenas os efeitos citopaticos usuais
de infeccdo por baculovirus. Painel do meio mostra infeccéo pelo virus AcYFVCME (expressando apenas as proteinas
estruturais C, prM e E), aonde houve a indugdo pouca fusdo celular, com sincicios indicados pelas setas pretas. Painel
inferior mostra a infecgéo pelo virus AcYFVNSCME expressando proteinas estruturais e ndo estruturais, ocasionando
forte indugdo de fuséo celular e grandes sincicios multinucleados indicados por setas pretas. Um sincicio com grande
numero de nlcleos se encontra destacado em maior aumento. Barra de escala - 50 um. B: quantificagéo da fusdo celular
pela porcentagem de células fusionadas por campo, indicando diferencas estatisticamente significativas. **/* = P <
0.005.
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A andlise de células infectadas com o virus AcYFVNSCME gp64- 72 h p.i. por microscopia
de fluorescéncia, ap0os tratamento com o marcador de &cido nucleico Hoechst 3358, confirma a

presenca de grandes sincicios com multiplos nicleos (Figura 20).

Figura 20. Inducéo severa de fusdo de membrana de células Tn5B por infecdo em MOI 10 pelo virus AcYFVNSCME
72 h p.i. A: Células infectadas com o virus contendo o gene gp64, codificador da proteina essencial para produgdo de
BVs (AcYFVNSCME gp64+). Cultura de células aonde a grande maioria das células estdo fusionadas, setas pretas
indicam alguns sincicios de maior dimensdo. B: Células infectadas com o virus sem o gene gp64 (AcYFVNSCME
gp64-). Sincicios observados em maior aumento sob microscopia de fluorescéncia com marcagéo nuclear em azul,
indicando a presenga de multiplos ntcleos por célula.

A observacao da formacdo de sincicios em células infectadas pelos virus recombinantes, é
forte indicio da expressdo e clivagem da poliproteina CprME, sendo mais provavel que a fusdo de
membrana ocorra devido a proteina E do envelope de YFV, que possui atividade fusogénica. A
observacdo de que a coexpressdo das proteinas ndo estruturais NS2A, NS2B e NS3 do YFV leva a
um aumento drastico na formacdo de sincicios indica que estas ultimas auxiliaram no
processamento pds-traducional da poliproteina estrutural, resultando na formacdo de proteinas
maduras associadas a inducao de intensa fusdo de membranas.

A mesma atividade de inducdo de fusdo celular foi observada quando celulas Tn5B foram
infectadas com virus AcCYFVNSCME gp64- nas mesmas condigdes de multiplicidade de infeccdo
(Figura 20, B). Entretanto foi optado pela utilizacdo do virus ACYFVNSCME gp64+ no restante

dos ensaios pela limitacdo da produc&o de titulos elevados do virus deletado em células SfOP*P.
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4.3 Avaliagdo da formagdo de VLPs por microscopia eletronica de transmisséo e
contrastacdo negativa

Para analise das alteracdes morfoldgicas intracelulares decorrentes da expressao heteréloga
de proteinas do YFV, e avaliacdo de possiveis estruturas associadas a formacdo de VLPs, células
infectadas com o virus recombinante AcYFVNSMCE foram submetidas a processamento para
visualizagdo em microscopia eletronica de transmisséo.

Células coletadas 48 h p.i. ndo tiveram sua estrutura e morfologia preservada apés o
processamento, sendo possivel identificar com clareza majoritariamente estruturas nucleares
associadas a replicacdo e formacdo de particulas virais de baculovirus (Figura 21, A e B). Isso
possivelmente pode ter ocorrido em fungéo da fragilizacdo de membranas plasmaticas decorrentes
do processo de fusdo celular, ja bem disseminado neste momento da infeccéo.

Células coletadas e processadas 24 h p.i. resistiram ao processamento e mantiveram sua
morfologia conservada. Foi possivel identificar a hipertrofia nucelar, assim como a formagéo de
BVs do AcCMNPV recombinante. No citoplasma celular foram identificadas estruturas
membranosas internas, dentro das quais havia a formacdo de particulas circulares com as
dimensdes aproximadas do YFV de 50 nm (Figura 21, C e D). Possivelmente as estruturas
observadas podem estar relacionadas ao sitio de sintese proteica e montagem de VLPs associadas
ao reticulo endoplasmatico, de forma analoga ao que acontece durante a montagem de particular
virais de flavivirus durante a infeccdo (ARAKAWA; MORITA, 2019). Na membrana plasmatica
destas células também foi possivel observar o aparente brotamento de estruturas circulares de

dimensdes similares (Figura 21, E e F).
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AlteragGes celulares causadas por baculovirus

I

Figura 21. Infeccdo e formacéo de vesiculas em compartimento membranoso intracelular e na membrana plasmaética.
A e B mostram alteragdes celulares causadas por baculovirus, com hipertréfica nuclear e formagdo de ODVs. N=
nucleo, C= Citoplasma. C: pontilhado verde demarca compartimento membranoso intracelular dentro do qual ocorre
a aparente formac&o de vesiculas circulares de didmetro aproximado de particulas do YFV (setas vermelhas). D: maior
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aumento das estruturas mostradas em C. E e F: associacdo de vesiculas de dimensdes similares as observadas em
formacéo intracelular & membrana plasmaética.

O sobrenadante de cultura de células infectadas com o virus AcYFVNSCME foi coletado
72 h p.i. e submetido a ultracentrifugacdo em colchdo de sacarose para observacao de particulas
formada por contrastacao negativa. No meio de cultura foram identificadas em grandes quantidades
estruturas de didmetro similar aquelas observadas em formacdo em estruturas membranosas
intracelulares, e em aparente brotamento da membrana plasméatica. Também foram observadas

vesiculas de menor dimensao, assim como particulas de BVs (Figura 22).
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Figura 22. Contrastacdo negativa de concentrado de sobrenadante de cultura de células infectadas. O sobrenadante de
células Tn5B foi coletado 72 h p.i. e submetido a concentragdo por ultracentrifugacdo em colchdo de sacarose para
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observacdo por MET. Triangulo azul indica virus brotado (BV) de baculovirus, enquanto triangulos vermelhos
apontam estruturas esféricas secretadas de 50,37 + 9,3 nm de didmetro e tridngulo roxo vesiculas menores com
didmetro de 22,46 + 4,4 nm. C: Detribuicdo das dimens@es de particulas secretadas indicando dois grupamentos de
tamanhos distintos. D: frequéncia das dimencdes de particulas medidas.

4.4 Expressdo de antigenos da febre amarela para producéo de anticorpos policlonais
4.4.1 Confirmacdo da construgdo do plasmideo pDEST17CprME FUSION

A construcdo do plasmideo foi confirmada por ensaio de digestdo utilizando a enzima de
restricdo Pstl, resultando na liberagdo dos fragmentos de DNA dos tamanhos esperados de 1623
pb e 3627 pb, confirmando a construcdo do plasmideo (Figura 23).
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Figura 23. A: Mapa vetor do plasmideo pDEST17CprME FUSION. Em destaque estdo as sequéncias das regides
hidrofilicas dos genes estruturais do YFV C, prM e E em verde, assim como o sitio de restri¢do utilizados para digestéo
de confirmacao (Pstl). B: Simula¢do in silico do perfil de digestdo com as enzimas de restri¢do selecionadas. Criados
com: Geneious version 11.0 (Biomatters, Auckland, Nova Zelandia). C: Perfil de digestdo de confirmacéo analisado
por eletroforese em gel de agarose 0,8% mostrando a liberagdo de segmentos de DNA de tamanhos esperados.
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4.4.2 Expresséo e purificagdo de proteinas produzidas em células de E. coli Rosetta-gami™

A proteina fusionada contendo dominios da proteina de C, prM e E do YFV foi expressa na
linhagem de E. coli Rosetta-gami™ 2(DE3) pLysS, e purificada por cromatografia de afinidade
desnaturante, como descrito nos itens 3.4.2 e 3.4.3 respectivamente. A confirmagdo da expressao
e purificacdo da proteina de tamanho esperado de 21 kDa foi feita por analise em SDS-PAGE e

Western blot (Figura 24).

SDS PAGE - Purificagdo Western blot — anti-his

| |
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Figura 24. Andlise da expressdo da proteina contendo regides fusionadas das proteinas estruturais do YFV. A proteina
fusionada contendo dominios das proteinas C, prM e E do YFV foi expressa em sistema procariético e purificada por
cromatografia de afinidade de niquel a cauda de histidina fusionada a proteina recombinante. O produto da purificacdo
foi analisado em gel de poliacrilamida 12% e por imunomarcacdo com anticorpo monoclonal anti-his (dilui¢cdo 1:1000).
A purificacdo foi bem-sucedida, verificando apenas a banda de 21 kD referente a proteina expressa, e sua identidade
foi confirmada por imunomarcacao.

5. Discussao

O recente surto de febre amarela ocorrida no Brasil entre 2016 e 2018 foi a maior epidemia
da doenca registrada nas américas no século XXI. A baixa cobertura vacinal na regido sudeste do

pais, a presenca do vetor de transmissao silvestre do YFV, assim como a presenca de primatas nao-
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humanos reservatorios do virus, levaram a um grande nimero de casos da doenca. Felizmente, o
surto se limitou ao ciclo de transmissao silvestre da doenca, porém a proximidade da sua ocorréncia
com centros urbanos densamente povoados, e com presenca do vetor de transmissdo urbana do
virus A. aegypti (como a regido metropolitana da cidade de S&o Paulo), levantou grandes
preocupacdes com o possivel ressurgimento da transmisséo urbana do virus (COUTO-LIMA et al.,
2017). A atual situacdo epidemioldgica reforga a necessidade do monitoramento constante e
eficiente da doenca no pais.

LimitacOes na recomendacdo de vacinacdo para alguns grupos de pessoas, assim como a
ocorréncia de casos raros, porém severos de complicacdes associadas as atuais vacinas de virus
atenuado (LINDSEY et al., 2008; MONATH, 2012; VASCONCELOS, P F et al., 2001;
WHITTEMBURY et al., 2009), levantam questdes sobre a possivel utilidade de uma nova vacina
para prevencdo a infeccdo pelo YFV (HAYES, 2010). Desta maneira, vacinas de subunidade,
especialmente baseadas em VLPs altamente imunogénicas, se mostram como uma possivel
plataforma para o desenvolvimento de vacinas modernas eficazes.

Atualmente vérias vacinas baseadas em VLPs se encontram em diferentes fases de
desenvolvimento e testes. Além de vacinas ja comercialmente disponiveis como a Cervarix
(produzida em sistema de baculovirus e célula de inseto) e Gardasil (produzido em leveduras),
ambas contra 0 HPV, VLPs contra diversos outros patdgenos humanos e virus emergentes ja foram
produzidas. Além de aplicacdes como vacinas, VLPs podem ser utilizadas como insumos para
producdo de kits diagnosticos, sendo base para deteccdo de anticorpos contra virus presentes no
soro de pessoas que ja foram infectadas. O diagnostico diferencial entre patdgenos
filogeneticamente proximos (especialmente em regides geograficas aonde estdo em cocirculacao)
pode ser dificil em funcdo da proximidade entre as manifestac6es clinicas da doenca, e em testes
sorolégicos com a ocorréncia de reatividade cruzada, como pode ocorrer entre membros do género
flavivirus (VAN MEER et al., 2017). O sistema de expressdo de proteinas heterdlogas baseado no
uso de baculovirus recombinantes e células de inseto se mostra como uma alternativa versatil e Gtil
para producdo de antigenos, como VLPs, que possuem aplicacdes vacinais e de diagndstico.

A producdo de VLPs de flavivirus pode ser feita através da expressao apenas das proteinas
estruturais prM e E presentes no envelope viral, que mesmo na auséncia da proteina da proteina de
capsideo, mantém a capacidade de formar estruturas que se assemelham ao virus (KROL;
BRZUSKA; SZEWCZYK, 2019). Entretanto, VLPs contendo o capsideo viral, formadas a partir
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da expressdo em conjunto das proteinas prM, E e C de ZIKV, induziram a producéo de um maior
titulo de anticorpos neutralizantes em camundongos, se comparado a VLPs compostas apenas por
prM e E, podendo refletir o papel da proteina C na inducdo de imunidade (GARG et al., 2017,
2019). A formacédo dessas VLPs contendo o capsideo viral depende da coexpressdo da protease
NS2B/NS3 para o correto processamento proteolitico da poliproteina precursora, no sitio de
clivagem entre C e prM (KROL; BRZUSKA; SZEWCZYK, 2019).

Avancos no conhecimento do ciclo de infeccdo celular de baculovirus, e os complexos
mecanismos de regulacdo empregados pelo virus para o controle da expressdo dos seus genes,
possibilitou a exploracdo de novas estratégias para expressdo de proteinas de interesse. Nos
estagios precoces da infeccdo por baculovirus o gene gp64 (glicoproteina de envelope viral) é
prontamente expresso para producédo de BVs, sendo que o gene que codifica para proteina VP39
(principal componente do capsideo viral) também é expresso na fase precoce, assim como na fase
tardia. Neste trabalho, foi realizado a construcdo de vetores de expressdo que se baseiam nesta
cinética de expressao para controlar temporalmente a expressdo de proteinas estruturais e nao-
estruturais do YFV, de forma induzir o processamento da poliproteina viral e formacdo de VLPs
maduras. Foram utilizadas sequéncias promotoras do virus AGQMNPV, diferentes das sequéncias
promotoras do genoma do virus recombinante ACMNPV, como forma de evitar a possivel
ocorréncia de recombinacdo homdloga com a regido clonada, e perda da sequéncia génica de
interesse. Os genes ndo-estruturais (NS2A, NS2B e NS3) foram clonados sob o controle do
promotor do gene gp64, — para expressao precoce, e 0s genes estruturais (C, prM e E) sob o controle
do promotor do gene vp39, — para expressao precoce e tardia, de forma a produzir as proteinas
estruturais em um microambiente aonde ja eram expressas as proteinas nao-estruturais virais, com
0 intuito de estimular o processamento proteolitico e a maturacdo de VLPs.

Infecgdes com os diferentes virus recombinantes, expressando em combina¢do ambos
cassetes de proteinas ndo-estruturais e estruturais (AcYFVNSCME), levou a inducdo de intensa
fusdo celular e a formacéo de grandes sincicios compostos de muitos nacleos. A infeccdo de células
Tn5B com o virus recombinante contendo apenas os genes estruturais (AcYFVCME), também
induziram a fusdo celular, porém com uma quantidade menor de sincicios formados, e com menos
nacleos por sincicio. Por sua vez, células infectadas com virus recombinante contendo apenas 0s

genes ndo-estruturais (AcCYFVNS), ndo mostraram inducdo de fusdo celular. Esses dados indicam
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a complementacdo dos genes NS2A, NS2B e NS3 no processo de producdo de proteinas maduras
que apresentam forte atividade de promogéo de fuséo celular.

O fendmeno de inducdo de fusdo celular € bem documentado entre flavivirus, sendo um
efeito citopaticos caracteristico de sua infeccdo in vitro (DAI et al., 2018; FU; ZHANG, 1996;
ZHANG -F. et al., 1993) . Como exemplo, a expressao da glicoproteina E do JEV por baculovirus
em células de lepidoptera Sf9 (linhagem IPLB-Sf21-AE) levou a formacdo de sincicios, assim
como a producéo e secre¢do de VLPs do JEV (DU et al., 2015). Resultados anteriores do grupo de
pesquisa da UnB também mostrou que a proteina E do YFV também foi capaz de formar sincicios
em células de inseto quando expressa pela infeccdo por um baculovirus recombinante (BARROS
et al., 2011). O mesmo foi observado durante a expressdo também em células de inseto somente
da proteina E, ou em conjunto com a proteina prM de ZIKV, havendo formagéo de VLPs e inducgéo
de fusdo de membranas (DAI et al., 2018).

Este fendmeno de inducdo de formacdo de sincicios pode ser explorado no futuro como
uma plataforma para testes de inibi¢cdo de fusdo, de forma anédloga ao funcionamento de ensaios
soroldgicos de inibicdo de hemaglutinacdo. Células Tn5B, por exemplo, podem ser incubadas com
diluicBes crescentes tanto com anticorpos contra a proteina E, assim como com compostos
antivirais que também possuem essa proteina como alvo, levando a inibigdo do processo de fusao
celular. Esse ensaio consistiria em um meétodo simples e seguro para avaliacdo tanto da presenca
de anticorpos contra YFV no soro de pacientes, quanto da atividade inibitéria de anticorpos e
compostos antivirais sobre atividade de proteina E.

Tentativas de marcacéo das proteinas recombinantes utilizando o anticorpo comercial anti-
flavivirus, assim como soro imune de camundongos inoculados com a cepa vacinal 17DD do YFV,
ndo resultaram na identificacdo de proteinas virais por Western blot (dados ndo mostrados). A
incapacidade de deteccdo com este anticorpo utilizado pode ser devido a baixa afinidade deste por
antigenos especificos de YFV, também sendo possivel que baixos niveis de expressdo de proteina
dificultem a deteccdo pelas técnicas de imunomarcacdo utilizadas. Entretanto os efeitos citopaticos
observados séo indicativos claros da expressdo das proteinas estruturais do YFV, reforcado pelo
papel de complementacdo da coexpressdao de proteinas estruturais na intensificacdo da fusao
celular. Sendo assim, foram construidos novos virus recombinantes para expressdo de proteinas
estruturais do YFV fusionadas sequéncias peptidicas de 6xHis e HA com o intuito de facilitar a

deteccdo com anticorpos especificos a essas estruturas. A imunomarcagao das proteinas expressas
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por estes novos virus recombinantes atualmente se encontra em andamento, sendo que 0S mesmos
padrdes de efeitos citopaticos foram observados em células infectadas por estes virus (dados ndo
mostrados).

Com o mesmo objetivo de deteccdo de proteinas do YFV, foi expressa em sistema
procariético de expressao, e purificada por cromatografia de afinidade, uma proteina contendo
regides fusionadas das proteinas estruturais do YFV C, prM e E. A expressao e purificacdo dessa
proteina foi confirmada por SDS-PAGE e Western blot, e serdo utilizadas para producdo de
anticorpos policlonais apés inoculagdo em camundongos para aplicaces de detec¢do das proteinas
expressas no sistema baculovirus células de inseto.

As analises MET de célula 24 h p.i infectadas revelou a presenca de sitios intracelulares
membranosos com a aparente formacéo de estruturas de morfologia similar a particulas virais. N&o
é possivel afirmar que se trata do exato local de formacdo de VLPs, mas apresentam uma
morfologia similar a observada durante a formacéo de flavivirus (Figura 21A), e sdo compativeis
com entendimento de sitios de montagem viral associados ao reticulo endoplasmatico deste grupo
viral. A membrana destas células apresentou aparente brotamento de estruturas de morfologia
também similar a observada intracelular. A analise por MET de células em tempos mais avangados
de infeccdo como 48 h p.i e 72 h p.i. seria extremamente interessante para observacao de sincicios
e de estruturas intracelulares e de membrana que poderiam estar associadas ao fendmeno de fusado
celular, porém ndo foi possivel realizar o processamento de células para tais analises que
mantivessem sua integridade, possivelmente indicando a fragilizacdo de células apds a inducao de
fusdo exacerbada.

O sobrenadante de cultura de células Tn5B 72 h p.i. com o virus AcYFVNSCME
apresentou a presenca de grande quantidade de estruturas que aparentam possuir duas de dimensdes
distintas sob analise por contrastacdo negativa. Particulas menores com diametro de cerca de 20
nm eram as mais abundantes, sendo possivel observar também particulas com diametro de cerca
de 50 nm, mais proximo ao esperado de particulas de YFV madura (Figura 22). De fato, a
ocorréncia da producdo de estruturas denominadas de particulas subvirais (“subviral particles” -
SVP) de dimensdes menores do que a particula viral foi reportada para diversos flavivirus, durante
a infeccdo por virus selvagens, e através da expressdo heterdloga de proteinas virais. O estudo de
Ohtaki et al. (2010) a expressou as proteinas prM e E do WNV em sistema de células de mamifero,

e observou a producdo de duas classes de dimensdes de VLPs. Particulas de 20-30 nm foram
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identificadas como possuindo a proteina prM em seu estado imaturo, e particulas de 40-50 nm
possuiam a proteina M madura, a segunda se mostrando mais imunogénica. Também foi observada
a formacdo de SVPs de WNV (diametro de ~30 nm) sem a presenca de capsideo viral em cultura
de células infectadas (HANNA et al., 2005). Isso indica que a formacéo de estruturas de dimensfes
distintas, observadas no sobrenadante de células infectadas com o virus AcYFVNSCME, pode
ocorrer em fungdo da incorporacdo ou ndo do capsideo viral na particula formada, ou em fungéo
de diferentes estagios de maturacdo da proteina prM. De fato, ja foi observado a formacdo VLPs
de flavivirus em estado maduro, imaturo ou parcialmente maduras (KROL; BRZUSKA,
SZEWCZYK, 2019).

As andlises reforcam a flexibilidade do sistema de expressdo baseado em baculovirus
recombinante e células de inseto, utilizando estratégias que promovam 0 processamento de
proteinas e a formacdo de estruturas complexas, e potencialmente antigénicas. O modelo também
permite a estudo e andlise da fungcdo génica em um modelo de artropodes, ajudando a elucidar

funcéo e interacdo entre proteinas importantes para montagem das particulas virais.

6. Concluséo e perspectivas

A recorréncia de epidemias de febre amarela demonstra a importancia do estudo constante
dos padrdes epidemioldgicos de distribuicdo da doenga, assim como reforcam a necessidade do
desenvolvimento de ferramentas biotecnolégicas que possam ser utilizadas tanto para fins
diagndsticos precisos, e aplicacdes vacinais modernas e eficientes. VLPs se mostram como uma
nova tecnologia com alto potencial para o desenvolvimento de tais aplicacdes, sendo que o sistema
de expressdo baseado em baculovirus e células de inseto apresentam diversas vantagens para 0 seu
desenvolvimento. Neste trabalho, foi demonstrado a construcdo de baculovirus recombinantes
contendo genes estruturais e ndo-estruturais do YFV, utilizando uma nova estratégia de controle
de expressao génica para estimulacdo de producédo de proteinas maduras. Os virus recombinantes
construidos foram capazes de induzir efeitos citopaticos claros de infeccéo por flavivirus (inducéo
de fusdo celular), indicando ainda a funcdo de complementacdo da das proteinas nao-estruturais
(NS2A, NS2B e NS3) no correto processamento da poliproteina estrutural viral, observado pela
exacerbacdo severa dos efeitos citopaticos quando coexpressa. Andlise de MET identificou

possiveis sitios de formacao de particulas compostas por proteinas virais, assim como a morfologia
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de particulas encontradas no sobrenadante de culturas infectadas. Como perspectivas futuras do

trabalho estdo:

e Deteccdo das proteinas expressas por técnicas de imunomarcacdo como Western
blot, imunfluorescéncia e imunomarcagdo com nanoparticulas de ouro em MET;

e Aprimoramento do processo de purificacdo de particulas produzidas por técnicas de
ultracentrifugacéo por gradiente de densidade e por cromatografia;

e Producdo de anticorpos para aplicacdes de deteccéo e diagnostico de febre amarela

e Avaliagdo do potencial de estimulacdo do sistema imunologico com ensaios de
proliferacdo de linfocitos e quantificacdo da producéo de citocinas;

e Avaliar o potencial das particulas formadas para uso vacinal com e verificacdo e

titulacdo da producdo de anticorpos neutralizantes e ensaios de desafio in vivo.
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Capitulo 2 — Producéo de VLPs do virus Mayaro em células de inseto

1. Introducéo
1.1 Doenga e patogénese

O virus Mayaro (MAYV) é um virus transmitido por artrépodes (arbovirus), membro do género
Alphavirus da familia Togaviridae, mesma familia de outros virus com importancia médica e
veterinaria, como o virus chikungunya (CHIKV) e o virus da encefalite equina do leste (EEEV)
(CHEN, RUBING et al., 2018). O virus é causador da febre do Mayaro, doenga febril aguda em
humanos, e sem vacinas licenciadas até o0 momento.

A progressdo da doenga se inicia com um periodo de viremia transiente que pode durar
entre 3 e 7 dias, seguida do periodo de incubacéo que pode durar de 7 a 12 dias, a partir do qual os
sintomas sistémicos agudos da doenca se tornam evidentes (ACOSTA-AMPUDIA et al., 2018).
Apos a inoculacdo subcutanea do virus pelo seu vetor artropode, os alphavirus se disseminam pelo
sistema linfatico, ou em mondcitos infectados, chegando ao figado e baco como locais de
replicacdo, e entdo se disseminando para mlsculos e tecidos articulares (ASSUNCAO-
MIRANDA; CRUZ-OLIVEIRA; DA POIAN, 2013; CAVALHEIRO et al., 2016)

Febre ocorre em todos o0s casos registrados da doenca, sendo comum também a ocorréncia
de dores musculares (mialgia), erup¢des cutaneas (“rash”), cefaleia e dor retro orbital
(NAPOLEAO-PEGO et al., 2014), com casos raros registrados de eventos hemorragicos
(MOURAO et al., 2012). Dores articulares (artralgia) ou artrite acompanhada de edemas articulares
podem ter inicio também durante a fase aguda da doenca, podendo ser altamente debilitantes
(MCGILL, 1995). O periodo de viremia dos alphavirus normalmente é controlado através da
resposta de interferon (IFN) -a/B e por anticorpos neutralizantes (COUDERC et al., 2008;
HOLZER et al., 2011).

Apos o final da fase aguda de infeccdo se inicia a fase de convalescenca, durante a qual
podem persistir 0s acometimentos nas articulacdes durante semanas ou até meses pés a infeccdo
inicial (SUHRBIER; JAFFAR-BANDJEE; GASQUE, 2012). Os exatos mecanismos e estimulos
inflamatdrios responsaveis por artropatias persistentes causadas por alphavirus ndo sdo conhecidos

(VAN AALST et al., 2017). E levantado um possivel papel importante da presenca do virus e restos
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celulares no tecido de articulagdes para o desenvolvimento dessa complicagédo (SUHRBIER, 2019),
ndo havendo evidencias diretas de que artrites virais levem ao desenvolvimento de autoimunidade
(SUHRBIER; MAHALINGAM, 2009).

Um estudo de coorte conduzido por Santiago et al. (2015) em pessoas que tiveram infeccao
pelo MAYYV indicou a correlacdo entre a alta indugéo da produgdo dos mediadores de inflamacéo
IL-13, IL-17 e VEGF, e o eventual desenvolvimento de artralgia persistente. O estudo também
indicou que a forte geragéo de anticorpos neutralizantes ndo foi suficiente para evitar a ocorréncia

de artralgia persistente.

1.2 Diagnostico

A similaridade entre as manifestacdes clinicas provocadas pelo MAYV (especialmente
durante a fase aguda), e outros arbovirus como o virus da dengue (DENV) e CHIKYV, dificulta o
seu diagnostico diferencial (ZUCHI et al., 2014). O isolamento viral a partir do sangue de
individuos contaminados € o meio mais preciso de diagnéstico. Este método € limitado pois
depende da inoculacdo intracerebral de camundongos neonatos, ou da infeccdo em cultura de
células de mosquito (e.g. células C6/36) ou em células de mamifero (e.g. céluas Vero) para
subsequentes analises (DE FIGUEIREDO; FIGUEIREDO, 2014).

Testes sorologicos para deteccdo de anticorpos contra 0 MAYV podem ser empregados,
como o ELISA, ensaio de inibicdo de hemaglutinacdo, fixacdo de complemento e teste de
neutralizacdo (ACOSTA-AMPUDIA et al., 2018). O teste ELISA é sensivel para deteccdo de
anticorpos IgM contra 0 MAYV que estdo presentes a partir de 3 dias pds infeccdo, podendo
persistir por até 3 meses, e também para deteccdo de anticorpos IgG que podem persistir por anos
(DE FIGUEIREDO; FIGUEIREDO, 2014). Apesar de sensivel, pode existir a ocorréncia de
reatividade cruzada com outros alphavirus do mesmo grupo soroldgico, sendo que a utilizacdo de
mais de uma técnica pode resultar em um diagnostico mais preciso (DE FIGUEIREDO;
FIGUEIREDO, 2014).

Atualmente, técnicas moleculares utilizando a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) sdo
capazes de deteccdo sensivel e altamente especifica do virus MAYV (NAVECA et al., 2017,
SANCHEZ-SECO et al., 2001; WANG et al., 2006), porém dependem da presenca do &cido
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nucleico viral circulante que é limitada a 2 a 6 dias pos infeccdo (ACOSTA-AMPUDIA et al.,
2018).

Candidatos a vacina foram testados apenas em ensaios pré-clinicos, utilizando a particula viral
inativada (ROBINSON et al., 1976), e um candidato baseado em uma linhagem de virus atenuado
(WEISE et al., 2014). Recentemente, também foi desenvolvido uma vacina de DNA para o virus
(CHOI et al., 2019), porém nédo ha candidatos baseados em tecnologia de vacinas de subunidades,

nao existindo vacina licenciadas.

1.3 Transmissao e epidemiologia

O ciclo de transmissdo do MAYYV esté associado a mosquitos hematofagos de habito silvestre,
principalmente pelo vetor da espécie Haemagogus janthinomys (Figura 25 e Figura 26), porém ja
foi isolado de mosquitos de géneros encontrados em ambientes urbanos como Culex sp. e Aedes
sp. (ACOSTA-AMPUDIA et al., 2018). Primatas ndo humanos muito provavelmente servem como
reservatorio do virus no ambiente silvestre, ja tendo sido também identificado anticorpos contra o
virus em aves (TESH et al., 1999).

Figura 25. Mosquito Haemagogus janthinomys. (foto: Josué Damacena). Fonte: https://agencia.fiocruz.br/febre-
amarela-estudo-identifica-mosquitos-causadores-de-surtos.

Um estudo de Long et al. (2011) demonstrou que 0 mosquito Aedes aegypti € um vetor
competente na transmissao de MAYV em laboratorio. Essa analise foi corroborada pelo estudo de

Wiggins et al. (2018), demonstrando o potencial de transmissdo do virus também pelo mosquito
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Aedes albopictus, além do estudo de Kantor et al. (2019) mostrando o potencial da transmissao
mista de MAYV e CHIKV pelo mesmo vetor A. aegypti. Essas observagbes aumentam a

preocupacao com a possivel insercdo desse virus em um ciclo urbano de transmissao.

Urbano (?
Enzodtico Silvestre )

Haemagogus spp Haemagogus spp Aedes aegypt
Aedes spp Aedes scapularis
Aedes albopictus

Figura 26. Representacdo do ciclo de transmissdo do MAYV. Os casos ja registrados da doenca estdo associados ao
ciclo silvestre, aonde mosquitos do género Haemagogus sdo responsaveis pela infeccao acidental de humanos a partir
de reservatorios de primatas ndo humanos. N&o ha indicacdo de estabelecimento de um ciclo urbano, porém seu
surgimento é uma preocupacao. Adaptado de: Mota et al., (2015), com permisséo de Future Medicine Ltd.

O MAYYV ¢ endémico da américa central e américa do sul, e foi primeiramente isolado na ilha
de Trinidade em 1954 (ANDERSON et al., 1957). Desde entdo, a maioria dos casos foram
registrados no Peru, Bolivia, Venezuela, Suriname, Guiana Francesa e Brasil (AZEVEDO et al.,
2009). Casos esporadicos e surtos da doenca tem sido detectados no Brasil desde 1955, mais
frequentemente na regido norte no pais, porém com casos registrados no estado do Mato Grosso,
Goiés e Tocantins, e muitas vezes sdo confundidos por diagndsticos de dengue (LORENZ;
FREITAS RIBEIRO; CHIARAVALLOTI-NETO, 2019; VIEIRA et al., 2015).

A similaridade das manifestacdes clinicas da doenca com outros arbovirus gera casos de
diagnodsticos errados, que provavelmente subestimam o numero de casos reais da doenca
(WESULA OLIVIA et al., 2015). Em uma analise recente, amostras de 57 pacientes com quadro

clinico suspeito de infeccdo pelo CHIKV foram analisadas por biologia molecular, revelando que
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3 estavam na verdade infectadas com MAYV. Assim foram observados dados compativeis com
infeccdo autoctone na regido, provavelmente associada ao ciclo de transmissdo silvestre da doenca
(dados ainda ndo publicados; divulgacdo: “UFRIJ detecta virus Mayaro no estado do Rio de Janeiro
| Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ”, [s.d.]). A atual circulacéo do virus, associada a
presenca de seu vetor de transmissdo silvestre, e possivel colonizacdo de vetores urbanos, levanta
a preocupacao com surgimento de futuros surtos associados a transmissdo da doenca no Brasil
(ACOSTA-AMPUDIA et al., 2018; DE O’MOTA; AVILLA; NOGUEIRA, 2019; DE OLIVEIRA
MOTA et al., 2015).

1.3 Virus Mayaro — genoma, proteinas virais e suas fungdes

O MAYYV consiste de uma particula composta por um capsideo icosaédrico, envolto por um
envelope de bicamada lipidica com glicoproteinas virais de superficie, com diametro de ~ 70 nm
(CHEN, RUBING et al., 2018). O genoma do virus é composto por uma fita simples de RNA
senso-positivo de aproximadamente 11.500 nt, possuindo um CAP na sua extremidade 5°, assim
como uma extremidade 3’ com uma cauda poli(A) (LAVERGNE et al., 2006). Assim como todos
os alphavirus, a por¢do proximal 5’ do genoma viral codifica uma poliproteina que é clivada pela
protease viral para geracdo de 4 proteinas ndo estruturais maduras: nsP1, nsP2, nsP3 e nsp4,
essenciais para replicacdo viral. A por¢ao proximal 3’ por sua vez, € transcrita em um RNA
subgendmico, que codifica uma poliproteina clivada por protease viral e do hospedeiro, dando
origem as proteinas estruturais de capsideo (C), E3, E2, 6k, E1 (STRAUSS; STRAUSS, 1994)
(Figura 27).

70



RNA gendmico

Traducado

RNA subgendmico

Tradugdo

Poliproteina ndo-estrutural
Poliproteina estrutural
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protease
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Processamento C p62 ek E1
proteolitico E3 E2

nsP2 Processamento
nsP1 protease nsP3 - proteolitico
C E E2 El

Figura 27. Esquematizacdo do genoma e proteinas do MAYV. O RNA gendmico viral codifica a uma ORF (fase aberta
de leitura) para um poliproteina ndo estrutural, que é clivada pela protease nsP2 (triangulos azuis) para dar origem as
proteinas ndo estruturais maduras. Um RNA subgendminco codifica uma poliproteina estrutural que por
processamento proteolitico, da origem as proteinas estruturais maduras. Triangulo cinza representa sitio de clivagem
pela atividade protease da proteina C, triangulo marrom clivagem por furino protease celular, e tridngulos verdes
clivagem por sinal peptidase celular. Fonte: elaborado pelo o autor.

A proteina C (~30 kDa) se organiza em um padrdo repetido de 240 cdpias para o
empacotamento do RNA gendmico no nucleocapsideo viral, possuindo também atividade
proteolitica agindo na sua auto clivagem e separacdo do resto da poliproteina estrutural (THOMAS
et al., 2010). Essa proteina contém um dominio de importacdo nuclear, e foi também implicada na
modulacdo da resposta imune inata por inibicdo de transcricdo celular, e inducdo de efeitos
citopaticos in vitro, em alphavirus causadores de encefalite (GARMASHOVA; ATASHEVA, et
al., 2007). Alphavirus causadores de artropatias, como é o caso do MAYV, também detém dominio
de importacdo nuclear, entretanto sua proteina C ndo exerce atividade na inibicdo de transcrigcdo
(GARMASHOVA; GORCHAKOV; et al., 2007), sendo ainda incerto seu papel no processo
infecioso destes virus.

A proteina E1 (~47 kDa) ¢ responsavel pela atividade de inducdo de fusdo do envelope
viral, enquanto a proteina E2 interage com receptores celulares de membrana para entrada viral,
ambas constituindo os principais determinantes antigénicos virais (VOSS et al., 2010). As

glicoproteinas E1 e E2 se organizam em heterodimeros, que por sua vez se agrupam em trimeros
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que constituem os 80 peplémeros (protuberéncias associadas ao envelope viral esséncias para o
reconhecimento de receptores e entrada em novas células) presentes na superficie viral (Figura 28)
(JOSE; SNYDER; KUHN, 2009). A formacao dessas estruturas maduras depende da clivagem da
proteina p62 (realizada por uma furino protease celular durante transporte no complexo de Golgi)
que ocasiona a separacgdo entre E2 e E3, levando a uma mudanga conformacional no dimero que
resulta em seu estado com capacidade de fuséo e do envelope viral com a membrana endossomal
intracelular (LAN et al., 2017).

A proteina de envelope E2 (~50 kDa) de alphavirus é essencial na entrada de virus em novas
células. A proteina é composta por trés dominios distintos (A, B e C) sendo seu dominio B
identificado como importante alvo de anticorpos neutralizantes (WEGER-LUCARELLI et al.,
2015), sendo explorada em diversas estratégias para uso como antigeno vacinal, principalmente
parao CHIKV (KAMetal., 2012; KHAN et al., 2012; KUMAR; SUDEEP; ARANKALLE, 2012).
Recentemente, uma estratégia baseada em uma vacina de DNA codificando para os genesde E1 e
E2 de MAYV se mostrou imunogénica, induzindo a producéo de anticorpos neutralizantes e de
uma resposta imune celular, apresentando atividade protetora contra o desafio por MAYV em
ensaios in vivo (CHOI et al., 2019).

A

Peplémero E1/E2
Proteina de capsideo

Bicamada lipidica

Figura 28. Morfologia e representagdo da particula viral de alphavirus. A: Contrastacdo negativa (MET) do virus da
encefalite equina venezuelana (VEEV) mostrando a morfologia dos virions de alphavirus com ~70 nm de diametro.
Fonte: CDC/ Dr. Fred Murphy; Sylvia Whitfield, disponivel em https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=10266 - dominio
publico. B: Corte equatorial bidimensional de uma VLP do virus CHIKV através de crio-microscopia eletrénica de
transmissao. Sendo possivel observar as proteinas de capsideo envolta pelo envelope viral, com as projecdes compostas
por E1 e E2 fixados pelo dominio transmembrana a bicamada lipidica. Adaptado de: Basore et al., (2019), setas e
indica¢Bes do autor, com autorizagdo de Elsevier.
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O polipeptidio 6K (6 kDa) tem papel na montagem da particula viral e auxilia no transito e
processamento das glicoproteinas E1 e E2 e, no processo de brotamento. Apesar disso, a proteina
e é incorporada em pequenas quantidades nos virions maduros, e ndo é essencial para formacédo de
particulas infecciosas (SANZ et al., 2007)

A proteina ndo estrutural nsP1 (~60 kDa) contém um dominio metiltranferase responsével
pela adi¢do do CAP 5’ na fita de RNA transcrita. A proteina também é importante no processo de
transcricdo da fita de RNA senso negativa, através de interacbes com outras proteinas ndo
estruturais no complexo replicativo (STRAUSS; STRAUSS, 1994), e podendo estar associada as
membranas intracelulares (SALONEN; AHOLA; KAARIAINEN, 2004).

A proteina nsP2 (~ 90 kDa) possui atividade essencial como protease, agindo na clivagem
da poliproteina néo estrutural (KAARIAINEN et al., 2001) para formago das proteinas maduras.
Também possui atividade de helicase, desenovelando estruturas secundarias de RNA formadas
durante a replicacdo, e atividade de RNA trifosfatase, removendo o grupo fosfato da extremidade
5’ nascente para adi¢do do CAP por nsP1 (VASILJEVA et al., 2000). Além disso, a proteina foi
mostrada ter atividade como inibidor global de transcricdo celular para alguns alphavirus, sendo
um importante fator de viruléncia (GARMASHOVA et al., 2006).

A atividade exata da proteina nsP3 (~60 kDa) ainda é desconhecida, porém é demonstrada
importante para sintese de RNA, sendo que mutacdes na mesma levaram a defeitos na producéo da
fita de RNA senso negativo e do RNA subgendmico (RUPP et al., 2015).

A proteina nsP4 é uma proteina de ~70 kDa, possuindo atividade enzimatica de RNA
polimerase dependente de RNA, exercendo a fungéo catalitica da polimerizacdo de fitas nascentes
de RNA durante a replicacéo viral. E uma proteina altamente instavel, e sua concentracao altamente
regulada (STRAUSS; STRAUSS, 1994).

1.5 Ciclo infecioso e replicacao

A maior parte das informacdes sobre o processo de entrada e replicacdo do MAYV
vem de estudos de alphavirus relacionados. A via de entrada do virus em novas células se da
majoritariamente pelo fendmeno de endocitose mediada por receptor, sendo a proteina de envelope

E2 reconhecida por receptores celulares, induzindo endocitose mediada por clatrinas (KIELIAN;
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CHANEL-VOS; LIAO, 2010). Alguns autores conduziram ensaios de microscopia eletronica de
transmissdo com imunomarcacdo sugerindo a ocorréncia de penetracdo direta de membrana
mediada por receptores, independente de endocitose, sugerindo que mais de um mecanismo pode
estar envolvido no processo de entrada viral (BROWN; HERNANDEZ, 2012; PAREDES et al.,
2004; VANCINI et al., 2013).

Os receptores e fatores de ligacdo especificos que medeiam a entrada viral de alphavirus
ainda ndo sdo totalmente conhecidos. Algumas proteinas de membrana foram implicadas como
importantes para o processo de entrada de alphavirus, como a molécula de adesdo celular Mxra 8
(ZHANG, RONG et al., 2018) e a proteina evolutivamente conservada proibitina (WINTACHAI
et al., 2012). Por infectar tanto vetores artrdpodes como hospedeiros mamiferos € provavel que o
MAYYV utilize um receptor que seja altamente conservado evolutivamente, ou que disponha de
mecanismos de entrada diferenciados entre insetos e mamiferos (SCHNIERLE, 2019).

A entrada é seguida pela fusdo do envelope viral ao endossomo celular induzido por sua
acidificacdo, levando a liberacdo do nucleocapsideo viral no citoplasma, que é desassociado para
liberacdo do RNA gendmico no citoplasma (MARSH; HELENIUS, 2006).

O ciclo de replicacdo de alphavirus acontece no citoplasma associado a membranas e €
mediada pelo complexo de replicase, aonde todas as proteinas ndo estruturais se encontram
intimamente associadas durante a infeccdo (SALONEN; AHOLA; KAARIAINEN, 2004;
STRAUSS; STRAUSS, 1994).

O nucleocapsideo se forma a partir da replicacdo e encapsidacdo do RNA gendmico, e é
entdo translocado para o sitio de brotamento na membrana plasmatica, aonde o virus adquire seu
envelope lipidico (LU; KIELIAN, 2000).

2. Objetivo

Producédo de VLPs do MAYYV utilizando o sistema de expressdo de baculovirus em

células de inseto através da expressdo de todas as suas proteinas estruturais.
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2.1 Objetivos especificos

e Construcdo de baculovirus recombinantes, com e sem a presenca do gene gp64 de
baculovirus, expressando as proteinas estruturais do MAYV sob o controle do promotor

muito tardio da poliedrina;

e Analisar o perfil de expressao de proteinas do MAYYV e de baculovirus por SDS-PAGE e
Western blot;

e Analisar a localizacdo celular das proteinas de MAYV expressas, por imunomarcagdo e

microscopia de fluorescéncia;

e Avaliar a formagéo e secrecdo de VLPs de MAYV por ultracentrifugacdo e contrastacdo

negativa do sobrenadante de cultura de células infectadas

3. Material e Métodos
3.1 Virus e células

Todos os virus utilizados no trabalho foram construidos a partir do genoma do baculovirus
AcCMNPV contido no cromossomo bacteriano artificial bBMON14272 (bacmideo) presente em
células de Escherichia coli DH10Bac™ do sistema “Baculovirus Expression System” Bac-to-Bac®,
(Invitrogen, Carlsbad, USA).

Células Sf9°P1 expressando constitutivamente a proteina GP64 proveniente do virus
Orgyia pseudotsugata multiple nucleopolyhedrovirus (OpMNPV) foram utilizadas para
propagacdo de virus recombinantes gp64 deletados (gp64-) (PLONSKY et al., 1999).

Foram utilizadas as linhagens celulares provenientes de lepidoptera Spodoptera frugiperda
IPLB-Sf21-AE (Sf21) (VAUGHN et al., 1977) para propagacéo viral, e de Trichoplusia ni BTI-
TN5B1-4 (Tn5B) (GRANADOS et al., 1994) para expressdo de proteinas e 0os demais ensaios.
Células Sf-9 Easy Titer (Sf-9 ET) (HOPKINS; ESPOSITO, 2009), estavelmente transformadas
com um plasmideo contendo o gene da proteina enhanced green fluorescente protein (eGFP) sob

o controle do promotor da poliedrina de baculovirus, ativado durante a infeccdo por baculovirus,
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foram utilizadas para titulacdo de todos os virus construidos. Todas as celulas foram mantidas a
27 °C em meio de cultura TC-100 (Vitrocell Embriolife, Campinas, Brasil) suplementado com 10%
soro fetal bovino (Invitrogen, Carlsbad, USA).

Celulas eletrocompetentes de E. coli da linhagem Max Efficiencyc DH10B (Invitrogen,
Carlsbad, USA), preparadas como descrito por Sambrook et al. (1989), foram utilizadas para todas

as clonagens moleculares.

3.2 Construcdo dos plasmideos vetores para expressao de proteinas estruturais do virus
Mayaro

Inicialmente, foi realizada a sintese do cDNA do MAYYV a partir do isolado (linhagem
Campos-RJ) gentilmente cedido pelo instituto Oswaldo Cruz — Rio de Janeiro, Brasil. O virus foi
primeiramente propagado em células Vero (provenientes de células epiteliais renais de macaco
verde africano), cultivadas em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium — DMEM (Gibco —
Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A 72 h p.i., o0 meio de cultura foi removido e TRIzol™
(Invitrogen, Carlsbad, USA) utilizado para extracdo de RNA total. Foram adicionados 300 pl
TRIzol™ diretamente na placa de cultura, o conteddo transferido para um tubo de 1,5 ml e
incubadas por 5 min, 200 ul de cloroférmio incubado por 3 min e seguidamente centrifugado por
15 min a 12,000 x g a 4°C. A fase aquosa superior foi transferida para um novo tubo e adicionados
300 pl de isopropanol, incubados por 10 min e centrifugados por 10 min a 12,000 x g a 4°C para
precipitacdo de acidos nucleicos. O sobrenadante foi entdo descartado, adicionados 300 pl de etanol
75% e misturado vigorosamente e centrifugado por 5 min a 75000 x g a 4°C, o sobrenadante
descartado e o precipitado ressuspendido em agua livre de RNase. A amplificacdo do cassete
contendo os genes estruturais do MAY'V foi realizada utilizando o RNA extraido em uma reacéao
em cadeia da polimerase com transcricdo reversa (RT-PCR), utilizando o kit SuperScript® 1V
(Invitrogen, Carlsbad, USA) de acordo com as orienta¢6es do fabricante. A reacdo de anelamento
de primers a RNA foi feita combinando 50 uM de primers hexameros randémicos (1 ul), 10 mM
de mistura de dNTPs (1 uL), 9 ul de RNA molde, aquecido por 5 mina 65°C. Em seguida misturado
com 4 pl de tampéo SSIV 5X, 1 pl de 100 mM DTT, 1 ul de inibidor de RNaseOUT™, e 1 ul da

enzima SuperScript® IV (200 U/ul) e a reagdo incubada a 50°C por 10 min em seguida inativada a
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80°C por 10 min. O produto da reacdo de RT foi utilizado para amplificacdo por PCR utilizando
na reacdo montada com 10 pl de tampéo Phusion HF 5X, 1 ul de dNTPs (10mM) 1 ul de cada
primer especifico (Tabela 3), 5 ul de DNA template e 0,5 pul da enzima Phusion DNA polimerase
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA).

Os primers utilizados para amplificacdo do cDNA (Tabela 3) tiveram a adi¢do de sitios attB
para clonagem molecular utilizando o sistema Gateway™ (Invitrogen, Carlsbad, USA), também
foi adicionado uma 6xHisTag no primer reverso, fusionado a proteina E1, para facilitar a deteccao
de proteinas pds processamento proteolitico.

Tabela 3. Oligonucleotideos utilizados para amplificacdo do cassete contendo as proteinas estruturais do

MAYYV. Primers contém sitios attB para clonagem utilizando sistema Gateway™ (Invitrogen, Carlsbad, USA)
e 0 primer reverso possui sequéncia para adicdo de cauda de histidina (sublinhado).

Nome Sequéncia de nucleotideos (5° — 3°)
PMAYVSC F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC
ATGGACTTCCTACCAACTCA
PMAYVSC6xhis R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCC
TAGTGGTGATGGTGATGATGCCTTCTCAAAG
TCACACAAG

O produto de PCR contendo o cassete estrutural do MAYV foi entdo recombinado no
plasmideo pDONR™207 (Invitrogen, Carlsbad, USA) atraves da reacdo de recombinacdo BP de
acordo com as indicac6es do fabricante, assim como descrito do capitulo I, item 3.4.1. O plasmideo
vetor gerado foi confirmado por PCR de colonia e digestdo enzimatica, e entdo nomeado de
pDONR207-MAYVSC. Este vetor foi por sua vez utilizado para inser¢do do cassete estrutural no
plasmideo de destino pDEST™S8 (Invitrogen, Carlsbad, USA), parte do sistema de expressdo Bac-
to-Bac®, contendo a sequéncia da regido promotora do gene da poliedrina para controle da
expressao do cassete heter6logo, assim como a regido de recombinagdo Tn7R/Tn7L. A insercdo do
cassete no pDEST™S foi realizada através da reacao de recombinacdo LR assim como descrita no

capitulo I, item 3.4.1. O plasmideo final gerado, contendo a sequéncia codificadora para todas as

77



proteinas estruturais do MAYV, foi confirmado por digestdo enzimatica e sequenciamento Sanger
(Macrogen, Coréia do Sul), e nomeado pDEST8-MAYVSC (Figura 29).

E2 peptide

6k peptide

pDEST8-MAYVSC Efipepde

8,541 bp —

Tn7R

Figura 29. Representacdo esquematica do plasmideo pDEST8-MAYVSC para construgdo de um baculovirus
recombinante contendo os genes das proteinas estruturais do MAYYV. Estdo destacados genes estruturais do MAYV
(verde escuro), que estdo sob o controle do promotor muito tardio da poliedrina (PH\promoter — verde claro). Estdo
indicados também: sitios de recombinacdo attB (azul escuro) marcadores de resisténcia a ampicilina e gentamicina
(amarelo), sitios Tn7R/Tn7L de transposicdo (vermelho), sinal de poliadenilagdo SV40\pA (turquesa) e origem de
replicagéo (azul calro).

3.3 Construcdo dos virus recombinantes para expressdo: transfeccdo, amplificacdo e
titulacéo viral

Os virus recombinantes contendo 0 cassetete para expressdo dos genes estruturais do
MAYYV foram gerados utilizando o sistema Bac-to-Bac® - Invitrogen, Carlsbad, USA, (Figura 12)
de acordo com as especificacBes do fabricante. O protocolo utilizado para geracdo do DNA viral
recombinante, assim como a metodologia utilizada para sua transfeccdo, formacdo de virus
recombinantes e titulacdo foram os mesmos descritos no item 3.3 do capitulo I. Foram entdo

gerados os virus recombinantes: ACMAYVSCgp64+ e o virus ACMAYVSCgp64-.
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AcMAYVSC
gp64+/gp64-

Figura 30. Representacdo dos virus gerados no trabalho. AcCMAYVSCgp64+: virus contendo os genes das proteinas
estruturais do MAYV; AcMAYVSCgp64-: virus contendo os genes das proteinas estruturais do MAYYV e com delegdo
para o gene da glicoproteina GP64.

3.4 Avaliacéo da expressao de proteinas recombinantes
3.4.1 SDS-PAGE e Western blot

A anélise da expresséo de proteinas recombinantes foi realizada por separacgéo eletroforética
em gel de poliacrilamida e Westen blot, sendo utilizado o mesmo protocolo para realizacdo das
técnicas descrito no item 3.5.1 do capitulo I. Os anticorpos primarios utilizados para deteccao das
proteinas de MAYYV foram o anticorpo monoclonal anti-Alphavirus (G771, Invitrogen, Carlsbad,
USA) e o anticorpo monoclonal anti-6x-His Tag (MA1-21315, Invitrogen, Carlsbad, USA), na
diluicdo de 1:1000 em PBS com 0,5% BSA.

3.4.2 Microscopia de fluorescéncia e imunomarcacgéo

Células Tn5B (80% de confluéncia) foram infectadas em MOI 10 pelo virus ACMAYVSC,
com virus controle (AcYFVNSCME), ou nédo infectadas em triplicatas em uma placa de cultura de
24 pocos (Kasvi, Sdo José dos Pinhais, Brasil). Células foram fixadas 48 h p.i. com 3,7%
formaldeido diluido em tampéo fosfato (PBS). Lavadas trés vezes com PBS por 10 min, e em
seguida permeabilizadas com triton x-100 (Invitrogen, Carlsbad, USA) 0,1% em PBS por 10 min.
Seguidamente lavadas 3 vezes por 10 min com PBS, e entdo blogueadas com 3% albumina sérica
bovina (BSA) diluida em PBS por 1 h a temperatura ambiente. Apos o bloqueio, as células foram

incubadas com o anticorpo primario monoclonal 1gG mouse anti-6xhis (Invitrogen, Carlsbad,
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USA), ou com o anticorpo primario monoclonal 1gG mouse anti-Alphavirus (Invitrogen, Carlsbad,
USA, G77L), emdiluicdo 1:500 em PBS 0,5% BSA over-night a 4°C em cAmara Umida. As células
foram entdo lavadas 3 vezes (7, 10 e 15 min) com PBS e incubadas com anticorpo secundario goat
anti-mouse conjugado a alexafluor-488 (Invitrogen, Carlsbad, USA) em concentragdo 5 ug/ml
diluido em PBS, por 1 h a temperatura ambiente. As células foram subsequentemente lavadas 3
vezes (7, 10 e 15 min) com PBS e entdo incubadas com o marcador nuclear Hoechst 33258 em
concentracéo final 1 pg/ml durante 7 min, lavadas 3 vezes (7, 10 e 15 min com PBS) e, finalmente,

observadas no microscopio de fluorescéncia Zeiss Axiovert 100.

3.4.3 Contrastacdo negativa em microscopia eletrdnica de transmisséo

Anélise da formacdo de possiveis VLPs de MAY'V foi feita a partir da contrastacdo negativa
de particulas presentes no sobrenadante de cultura de células infectadas, coletadas a 72 h p.i.. A
coleta e ultracentrifugacao foi realizada como descrito no item 3.5.3 do capitulo I, sendo também
utilizado o mesmo protocolo para contrastacao negativa e visualizacdo das amostras descrito neste
item. A andlise das dimensdes das particulas do sobrenadante tambem foi realizado como descrito

em 3.5.3, sendo medido o didmetro de 41 particulas.

4. Resultados
4.1 Confirmacdes de clonagem e construcdo do plasmideo de transferéncia pFBMAYVSC

O plasmideo de transferéncia pFBMAYVSC foi gerado a partir da transposicdo do cassete
de genes estruturais do MAYV clonados no plasmideo pDONR207 MAYVSC (Figura 31),
utilizando o sistema Gateway™ (Invitrogen, Carlsbad, USA). A digestdo do plasmideo
pDONR207 MAYVSC utilizando a enzima de restricdo Pstl gerou segmentos de DNA dos
tamanhos esperados de 402 pb, 1020 pb e 5832 pb, confirmando a clonagem do cassete estrutural
de genes do MAYV.
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E2 peptide

E3 peptide 6k peptide A
¥ reel 100 kob

8.0 kpb
6.0 kpb
50 kb
0k — 440 kph
y —capsid peptide

peL pDONR207 MAYVSC
7,242 bp

S-Pstl (4,416)

0 — —

Figura 31. A: mapa vetor do plasmideo de entrada pDONR207 MAYVSC, destacando a sequéncia do cassete dos
genes estruturais C, E3, E2, 6k e E1 (verde escuro), assim como os sitios de recombinagdo Gateway™ attL1 e attL2,
assim como os sitios de restricdo para enzima Pstl utilizadas para confirmacdo. B: Simulacédo in silico do padréo de
digestdo esperado do plasmideo com a enzima Pstl. Criados com: Geneious version 11.0 (Biomatters, Auckland, Nova
Zelandia). C: padrdo de restricdo obtido analisado em gel de agarose 0,8% confirmando a construgdo do plasmideo.

4.2 Confirmacéo de expressao de proteinas estruturais por Western blot

Os ensaios de infeccdo e expressdo de proteinas heterologas foi realiza utilizando apenas o
virus AcCMAYVSC gp64+, devido a limitagdes iniciais na producdo de um titulo viral alto
suficiente do virus gp64- para conducdo dos ensaios. A confirmacéo da expressdo das proteinas foi
realizada através da andlise do perfil de expressdo de proteinas por SDS-PAGE e deteccao por
Western blot a 72 h p.i. de células Tn5B, em MOI 10 com o virus ACMAYVSC. A imunomarcagdo
utilizando o anticorpo primario anti-histidina revelou a presenca de duas bandas distintas. Uma
banda do tamanho previsto da proteina de envelope E1 fusionada a cauda de histidina (~ 47 kDa),
e uma banda respectiva a poliproteina estrutural inteira do MAYV nédo clivada (> 100 kDa) (Figura
32A). A banda de ~ 47 kDa referente a proteina E1 clivada foi encontrada em maior proporcéo do

que a poliproteina ndo clivada no meio de cultura, se comparado ao extrato total de célula infectadas
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pelo virus recombinante (Figura 32A). Isso indica que as proteinas secretadas no meio de cultura
se encontram majoritariamente na sua forma clivada e madura, enquanto ainda existe uma
quantidade grande de poliproteina intracelular ainda ndo processadas a 72 h p.i..

A andlise utilizando anticorpo comercial anti-Alphavirus, revelou a marcacéo de uma banda
de ~ 35 kDa, compativel com o peso molecular da proteina de capsideo viral (C) (Figura 32B),
proteina de MAYV com massa molecular mais proxima do observado, ainda que a massa molecular
prevista in silico seja de 29 kDa. Entretanto, a proteina de capsideo de MAYYV ja foi descrita como
possuindo 34 kD (MEZENCIO; REBELLO, 1993), sendo possivel que a ocorréncia de
modificacbes pds-traducionais explique a diferenca observada.

AcMAYV
Marcador  ACMAYVSCTnsB AcMNPVWTTnse _ TnSBmock  sobrenad TnSBmock | ACMNPYTnS8 ~AcMAW TnsB Marcador
o —— ~

S70kD ~40 kD
~55 kD

" ~35kD
~40KkD

~25kD

~35kD

~25kD

Figura 32. Andlise por Western blot da expressdo de proteinas de MAYV. Proteinas foram transferidas para uma
membrana de PVDF e submetidas a detec¢do com anticorpos monoclonais. Como controles negativos foram utilizadas
células infectadas com o virus ACMNPV selvagem (WT) e células Tn5B ndo infectadas (mock). A: Marcacdo
utilizando anticorpo anti-his em diluigdo 1:1000 para deteccdo da proteina de envelope E1, em extrato total de células
Tn5B e no sobrenadante concentrado de cultura de células infectadas pelo virus ACMAYVSC. B: detecgéo utilizando
anticorpo anti-alphavirus em diluicdo 1:1000 em extrato de células infectadas pelo virus ACMAYVSC.

4.3 Analise da expressdo e localizacdo celular de proteinas virais por imunofluorescéncia

Ensaios de marcacdo por imunofluorescéncia confirmaram a expressdo das proteinas
estruturais de MAYYV e revelaram a sua localizacao celular. As células infectadas (72 h p.i.) com
virus ACMAYVSC e incubadas com o anticorpo anti-6xhis indicaram a presenca da proteina E1
difusa pelo citoplasma, porém com maior intensidade de fluorescéncia na membrana celular (Figura

33, painel do meio), local de brotamento de virions e formag&o do envelope viral (KIELIAN, 2006).
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A incubacéo de células infectadas com o anticorpo anti-alphavirus indica a presenca da proteina
de capsideo localizada majoritariamente no nucleo, como verificado na sobreposicéo entre o sinal
de fluorescéncia da marcacdo de acidos nucleicos (azul — Hoechst 33258) e a marcacéo da proteina
C (vermelho — Texas Red), gerando o sinal violeta observado (Figura 33, painel da direita).
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Figura 33. Anélise da expressdo e localizagdo de proteinas do MAYYV por imunofluorescéncia. Células Tn5b 72 h p.i
infeccdo com MOI 10 pelo virus AcCMAYVSC, ou pelo virus AcYFVNSCME utilizado como controle negativo. As
células infectadas com o virus controle ndo apresentaram marcacdo especifica com anticorpo primario anti-alphavirus
(painel da esquerda). A imagem de sobreposi¢do na marcagao contra 6xHis indica a localizagdo da proteina de envelope
viral E1 em maior concentragdo na membrana celular (painel do meio). Sobreposi¢do na marcagdo com anticorpo
contra alphavirus indica o acimulo da proteina de capsideo no ndcleo celular (painel da direita). Barra de escala — 50
pm.
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4.4 Avaliagdo da formagéo de VVLPs por microscopia eletronica de transmissao

A formacéo de VLPs foi avaliada por contrastacdo negativa do sobrenadante de cultura de
celulas infectadas, ap6s ultracentrifugacao por colchdo de sacarose. Foram identificadas particulas
esféricas com diametro médio de 70 nm (Figura 34), compativeis com as dimensdes de particulas

virais de alphavirus.
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Figura 34. Contrastacdo negativa do sobrenadante de cultura de células Tn5B infectadas com o virus ACMAYVSC em
MOI 10. O sobrenadante de cultura de células foi coletado 72 h p.i., submetido a ultracentrifugacdo em colchéo de
sacarose e analisado por contrastagdo negativa em MET. Particulas com dimens@es similares a particulas virais de
alphavirus estéo indicadas com tridngulos vermelhos, e particulas virais (BVs) de baculovirus indicadas por tridngulos
azuis. B: Distribuicdo do didmetro de particulas encontradas no sobrenadante de culturas infectadas com virus
recombinante para expressdo de proteinas do MAYV (AcMAYVSC). Diametro das particulas = 62,75 + 14,84 nm.
C: Frequéncia das dimensBes de particulas encontradas no sobrenadante de cultura de células infectadas com
AcMAYVSC.
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5. Discussao

Arbovirus emergentes apresentam um grande risco a satde publica em paises tropicais em
desenvolvimento. A epidemia recente ocorrida no Brasil de Zika, e a sindrome congénita do Zika
(com manifestacGes como microcefalia em neonatos), foi causada por um virus que até entdo tinha
sua distribuicéo restrita, e sem vacinas desenvolvidas (LOWE et al., 2018). De forma similar, a
introducdo do virus CHIKV (alphavirus) no Brasil, associada a presenca de vetores competentes
para sua transmissdo, levou a uma epidemia recente que gerou grande impacto na satde publica.
Estes casos recentes ilustram o potencial que arbovirus emergentes possuem de causarem surtos de
doencas até entdo pouco estudas.

A presenca do MAY'V no territdrio nacional ja € estabelecida na regido norte do pais, porém
foram detectados anticorpos contra MAYV em 15 pessoas com doengas febris com agente
etioloégico previamente indeterminado no estado do Goias, indicando que o0 virus se encontra
presente em ciclo silvestre de transmiss@o na regido (BRUNINI et al., 2017). No caso da epidemia
recente de febre amarela, a regido centro-oeste serviu como zona de transi¢do para introducdo de
uma epidemia da doenca na regido sudoeste do pais. Sendo assim, existe o potencial do MAYV
causar surtos de maiores dimensbes da doenca no futuro, transmitidos tanto por seus vetores
silvestres ja estabelecidos, quanto a partir de sua introducdo em possiveis ciclos urbanos de
transmissdo mediado por mosquitos que habitam ambientes antrépicos.

Ainda ndo existem vacinas comerciais para protecéo contra infeccéo pelo MAYV, e, apesar
de casos identificados da doenca serem de notificagdo compulsoéria no Brasil
(http://saude.gov.br/saude-de-a-z/febre-do-mayaro), a doenca € provavelmente subdiagnosticada
em funcdo da cocirculacdo de outros arbovirus no pais (SMITH et al., 2018). Desta forma, o
desenvolvimento precoce de vacinas, e de insumos para diagnéstico diferencial da doenca, podem
gerar ferramentas importantes para evitar a ocorréncia de surtos da doenca no futuro.

A eficiéncia de antigenos produzidos com aplicacbes vacinais depende de sua
imunogenicidade e, no caso de alphavirus, esta depende predominantemente das proteinas de
envelope viral E1 e, especialmente, E2 (PORTA et al., 2014). Desta forma, VLPs que simulem a
estrutura da particula viral, contendo as proteinas de envelope maduras e disposta e padrbes

repetitivos, formando epitopos conformacionais, sdo candidatos para vacinas eficazes. Sendo
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assim, neste trabalho foram construidos baculovirus recombinantes como vetor para expressdo de
proteinas estruturais do MAYV, e formagéo de VLPs.

A expressdo das proteinas foi confirmada por Western blot, sendo possivel detectar
proteinas virais tanto no lisado de células, quanto no meio de cultura de células infectadas,
indicando que as proteinas heterélogas estdo sendo produzidas e secretadas. A proteina E1 foi
detectada na sua forma clivada, e também ainda associada a poliproteina viral, evidente pela
presenca de duas bandas de massas moleculares esperados (~47 kD e ~136 kD), o que indica o
processamento proteolitico incompleto da poliproteina. No entanto, foi possivel observar uma
aparente maior quantidade relativa de E1 clivada em relacdo a poliproteina inteira no sobrenadante
de cultura, sugerindo que proteinas secretadas se encontram majoritariamente em sua forma
madura.

A analise de células infectadas com o virus recombinante ACMAYVSC sob microscopia de
fluorescéncia com imunomarcacgéo ajudou a revelar a localizagéo celular das proteinas produzidas.
Durante a infeccdo de alphavirus a proteina E1 é enderecada a membrana plasmatica celular (se
associando a ela através de seu dominio transmembrana), local aonde ocorre o brotamento de novas
particulas virais (KIELIAN, 2006). A proteina E1 de MAYYV foi observada difusa pela célula,
porém em aparente acumulo associado a membrana plasmatica de células Tn5B, indicando sua
localizagdo esperada para o brotamento de particulas. A proteina de capsideo também foi observada
dispersa pela célula, porém apresentou um aparente acimulo no nicleo. Ja foi identificada a
presenca de um sinal de importacéo e exportacdo nuclear para proteina C de outros alphavirus, e 0
acumulo nuclear da proteina também ja foi observado para outros virus do grupo
(GARMASHOVA; ATASHEVA, et al., 2007; JACOBS et al., 2017; THOMAS et al., 2013).

A andlise do meio de cultura de células Tn5B infectadas com o virus ACMAYVSC por
contrastacdo negativa revelou a presenca de particulas com dimensdes de particulas virais de
alphavirus. As particulas apresentaram morfologia homogénea com um didmetro proximo do
esperado para particulas virais.

Além da producéo de VLPs do CHIKV em sistema de expressdo por baculovirus em células
de inseto (METZ et al., 2013), e em células de mamifero (AKAHATA et al., 2010), como vacinas
contra o virus, a producdo de VLPs de alphavirus também € explorada como plataforma para a
incorporacdo de antigenos de outros patdégenos. Urakami et al. (2017) fusionaram antigeno CSP

do parasita causador de malaria Plasmodium falciparum a proteina E2 de CHIKV, produzindo
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VLPs quiméricas que conferiram imunidade protetora contra o parasita. A producdo de
nanoparticulas que se assemelham ao nucleocapsideo viral (em inglés core like particles — CLPs)
no nucleo de células de inseto, também foi explorada como para incorporagdo de antigenos de
outros patégenos para producdo de vacinas (HIKKE et al., 2016). Estes estudos demonstram as
possibilidades que podem ser exploradas no desenvolvimento de VLPs de alphavirus como

plataformas vacinais.

6. Concluséo e perspectivas

Neste trabalho foram construidos dois baculovirus recombinantes para expressdo de
proteinas de MAYV em células de inseto. A expressdo da poliproteina e seu processamento foram
confirmados por Wester blot, assim como a localizacdo celular das proteinas identificada por
imunofluorescéncia. Analises por MET revelaram a presenca de particulas que se assemelham a
morfologia do MAYV sendo secretadas no meio de cultura. Como perspectivas para continuagéo

deste trabalho se encontram:

e Imunomarcacdo das estruturas produzidas e secretadas com nanoparticulas de ouro e
analise por MET;

e Otimizacao da utilizacdo do vetor sem o gene gp64 para producdo de VLPs sem a presenca
de BVs no sobrenadante de cultura;

e Purificacdo de particulas por técnicas de ultracentrifugacdo em gradiente de densidade e
por cromatografia;

e Anadlise do potencial imunogénico das particulas através de ensaios in vitro de avaliacdo da
producdo de citosinas;

e Avaliacdo do potencial vacinal das particulas através de inoculag¢do in vivo e analise de

producdo de anticorpos neutralizantes e atravées de ensaios de desafio.
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