FUNDACAO OSWALDO CRUZ
INSTITUTO DE TECNOLOGIA EM IMUNOBIOLOGICOS

MESTRADO PROFISSIONAL EM TECNOLOGIA DE IMUNOBIOLOGI COS

CAR,ACTERIZA(;AO FENOTIPICA E MOLECULAR DOS VIRUS
QUIMERICOS FEBRE AMARELA / DENGUE CANDIDATOS A UMA
VACINA TETRAVALENTE RECOMBINANTE CONTRA DENGUE

LUIZ GUSTAVO ALMEIDA MENDES

RIO DE JANEIRO
2013

MPTI



Ministério da Satde

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

INSTITUTO DE TECNOLOGIA EM IMUNOBIOLOGICOS
Mestrado Profissional em Tecnologia de Imunobiolégi cos

LUIZ GUSTAVO ALMEIDA MENDES

Caracterizacao fenotipica e molecular dos virus quiméricos febre
amarela / dengue candidatos a uma vacina tetravalente recombinante
contra dengue

Dissertacao apresentada ao
Instituto de Tecnologia em
Imunobioldgicos como parte dos
requisitos para obtencéo do titulo
de Mestre em Tecnologia de
Imunobioldgicos.

Rio de Janeiro
2013



Ficha catalogréafica elaborada pela Biblioteca de
Ciéncias Biomédicas/ ICICT/ FIOCRUZ - RJ

M538 Mendes, Luiz Gustavo Almeida

Caracterizacao fenotipica e molecular dos virus quiméricos febre
amarela / dengue candidatos a uma vacina tetravalente recombinante
contra dengue / Luiz Gustavo Almeida Mendes. — Rio de Janeiro, 2013

xvi, 108 f. ; 30 cm.

Dissertacao (Mestrado) — Instituto de Tecnologia em
Imunobiologicos, Pos-graduacédo em Tecnologia de Imunobiolégicos,
2013.

Bibliografia: f. 78-89

1. Virologia. 2. Dengue 3. Vacina Recombinante
CDD 615.372




Trabalho realizado no Instituto de
Tecnologia em Imunobioldgicos, na Vice-
Diretoria de Desenvolvimento
Tecnologico, Laboratorio de Tecnologia
Viroldgica - LATEV, sob a orientacdo da
Dra. Marcia Christina Vasconcelos
Archer da Motta e Dra. Elena Cristina
Caride Siqueira Campos.



iii
Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundac¢ao Oswaldo Cruz

INSTITUTO DE TECNOLOGIA EM IMUNOBIOLOGICOS
Mestrado Profissional em Tecnologia de Imunobiolégi cos

Luiz Gustavo Almeida Mendes

CAR’ACTERIZAQAO FENOTIPICA E MOLECULAR DOS VIRUS
QUIMERICOS FEBRE AMARELA / DENGUE CANDIDATOS A UMA
VACINA TETRAVALENTE RECOMBINANTE CONTRA DENGUE

Orientadores: Dra. Marcia Christina Vasconcelos Archer da Motta
Dra. Elena Cristina Caride Siqueira Campos

Dissertacédo realizada em 27 de maio de 2013

Examinadores:

Dr Ricardo Galler (Presidente)

Fiocruz

Dra Ada Maria de Barcelos Alves
Fiocruz

Dra Luciana Barros de Arruda
UFRJ

Rio de Janeiro
2013



A minha familia — Minha mée Leila,
meu pai Luiz Carlos, meus irmaos
Eduardo e Fernando, meus avos
Antonio e Jandyra — e a minha
namorada Monique dedico esta
dissertacao.



AGRADECIMENTOS

A Fiocruz, Bio-Manguinhos e Fiotec, pelo financiamento e todo suporte técnico-
cientifico.

Agradeciemntos especiais aos meus pais Luiz Carlos Hingel Mendes e Leila Maria
de Almeida, meus irméos Luiz Eduardo Mendes e Luiz Fernando Mendes, meus
avos Antbnio Almeida e Jandyra Fonseca, familiares que sdo sem ddvida o meu
alicerce, minha inspiracédo de carater e sucesso, meu motivo de vida. A Monique C.
S. M. Z. Cardoso, que sem duvida esta sendo a dire¢cdo do meu caminho nesta
jornada, é a incentivadora, amiga, namorada e companheira fiel do meu dia-a-dia.
Aos amigos do LATEV: Elena Caride e a Marcia Archer que abriram as portas do
laboratorio, para que eu pudesse aprender e me desenvolver como pessoa e
profissional; ao Idevaldo Inécio Ferreira amigo de bancada em todos os momentos
da dissertacdo, com apenas palavras fica impossivel descrever a gratiddo e o
carinho que eu tenho por ele e espero que possamos continuar a trabalhar juntos
por muito tempo. Ao meu amigo Luiz Fernando Carvalho pela amizade dentro e fora
do laboratério, que sem duvida me ajudou a superar momentos dificeis. A Anna
Maya Yoshida que sempre me deu carona, 6timos conselhos e suporte emocional.
Ao Gérson um amigo incondicional; Marisol Simdes uma grande amiga conquistada
ao longo do tempo. A Ana Paula Yorio, ao André Tavares e a Andréa Rangel pelo
auxilio na correcéo do trabalho. Aos amigos do LATEV em geral pelo carinho...

Ao Alfredo Jabor pela amizade e pelos ensinamentos e discussfes de algumas
técnicas de biologia molecular.

A amiga Cristiane Pestana que fez todo o sequenciamento nucleotidico e me ajudou
em varios momentos dificeis dessa dissertagdo e ao Marco Alberto Medeiros por
disponibilizar o LATER para a realizacado do sequenciamento.

A coordenadora do mestrado Dr? Sheila Farage, a secretaria Zaira Antunes e ao
José Antonio Pinto pela ajuda na formatacéo deste trabalho.

Aqueles que por ventura néo foram citados aqui e que participaram neste trabalho,

muito obrigado.



Vi

“A mente que se abre a uma nova idéia jamais voltara ao seu tamanho original.”
Albert Einstein



vii

INDICE

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS ... .o it IX
LISTA DE FIGURAS ... e ettt e e et e et e e et e e e et e e aaaeaees Xl
LISTA DE TABELAS ...t ettt et et e et e e aa s X
1 11 [ PP XV
AB S T R A T e et XVI
1. INTRODUGAO ... ..ottt ettt ettt et e et te et e saeanee s 1
I R o T o 111 W P AV T To - 1= RSP RR 1
R B =T o [0 [N T PP PP PPPPPPPPP 9
1.2.1 - Dados epidemiol0giCOS da DENQUE ........cceeeeiiiciiiiiiie e e e e st e e e e s e e e e e e e s snrreaeaee e e e e nnneeees 11
1.2.2- Manifestagfes CliniCas d0 DENQUE  .......eeviiiiiiieiiiiee e st e s e sire e s seee e e e s snsaeeessnnaees 13
1.2.3 - Prevencao € controle da OBNGA..........cuviieeeiiiiiiiiiiee e e s cctitie e e e e s et r e e e e e e s s nnntrearaae e e s e nnnenees 14
1.2.3.1 — Vacina contra Dengue em DesenvolVIMento  ..........ccceeiiiiiiiiiiiiiiiieee e 15

2- OBJIETIVOS . ..o ettt e e aans 24
P 1= - | PP EPRPP 24
2.2- ODJetiVOS ESPECITICOS ... uuiiiiiiiiii it i ettt e st e st e e e st e e e sta e e e e ssbaeeeeastbeeeesntbaeeeatreeeestaeeeeans 24
3- METODOLOGIA ... e ettt e e et e et e et e e et e e e e eaan s 25
3.1- Cultivo @ ManutenGao de CEIUIAS VEIO.........  weeevieeiiiiiieie et e e e e e e e e e srrrae e e e e e e anes 25
3.2- Producao de EStOQUES VIFAIS ....ccvvviiiiiies  criiiiieieeesssititeee e e e e e s ssststeeeeaaeessnntnnaaeeaaeesssnnnsneeeeaesesnnns 26
IR T I (1] = Vo= o YT - | SO UPSERR 26
3.4- Ensaio de Fendtipo de Placa de Lise por IMUNOf — OCUS .......uvviviieei i evveeeeenans 27
3.5- Cinética de Replicacao Viral em Cultura de CEl  Ulas VErO ........cccvveiiiiiieiiiiiie e vveeeeineens 28
3.6- Determinacgédo da Estabilidade Genética dos Viru S QUIMENCOS ........ceevvuveieeiiiereeiiiieenns evees 28
3.7- Sequenciamento NUCIEOtIAICO ... ...iiiiiiiiis ettt e e e s e e e s ennaees 28
3.8- TESLES BIM ANIMAIS. ...ttt eeeie ettt e e e e ettt e e e e e s et b be e e e e e e e e e aabbbbeeeaaeeesannbabeeaeaaaeaanns 29
3.8.1- Teste de NEUFOVIFUIENCIA.........cueiireeiii ettt 29
3.8.2- TESLE 08 PrOtEGAD ... ..eeeeiiiiieee ettt e ettt e e e e e e e s et b e e e e e e e e e e ennbaeeeaaaeas 29
3.9- PUrificac8o dOS ClONES VIFAIS .....cciiiiiiiis ceviiiiieie e s essie e e e e e e s st e e e e e e s snnnnnee e e e e e e e s snnnreeeeeeeseannns 30
3.10- CAICUIOS € GIAfICOS. . .ieiuviiiiiiiiiieiis ettt e e r e s e e ne e st e sne e e nnre e nneeans 31

4- RESULTADOS ... e e 32



4.1- Caracterizacdo Biologica dos Virus QUIMEIICOS.  ..ocoiiicciiiiiiie e e et e e e e sesrrre e e e e e e e serneeeee e 32
4.1.1- Produc80 de EStOQUES VIFAIS ....coouueiiiiieieeeeatiiei et e e ettt et e e e e e e s et eeea e e e e e ennneneeeaaeas 32
4.1.2- Cinética de Replicacao dos Virus RECOMDBINANTES..........ccceviiiiieiiiiee et 33
4.1.3- Cinética de Replicacao dos Virus Quiméricos Escala de Produgao............cccceeevvvieeeiinnnnenns 36
4.1.4- Fenotipo de Placa de LiSE VIral..........coiueiiiiiiiiee ettt et e s nttee e e stbee e s snaeeaeans 38

4.2- Estabilidade Genética de virus N80 clonado.... ..o 39

4.3- Purificacdo Viral e Caracterizacdo Biolégicad  0s Virus Clonados. ........cccccvevvciveiiciiees eevee 42
4.3.1- SEIECA0 AOS ClONES ......eiieeeieeee e e e e s e e r e e e e e s et e e e e eee s s s tetaeeeeeeeeannnranneeeenas 42
4.3.2- Producédo de Estoques Virais CloNadOoS ...........ueiiieeiiiiiiiiiieee e e e s st ee e e e e s srnnaeeee s 46
4.3.3- Cinética de Replicacdo dos Virus CloNados .........ccoovvuiiiiieieeiiiiiiiiiee e e e eieae e 46
4.3.4- Estabilidade Genética dos VIrus ClONAJOS...........oouiiiiiiiiiieiiiiie et 49
4.3.5- Fenotipo de Placa de LiSE VIral..........coiueieiiiiiiie ettt e et e e stee e e sttee e e snaeeaeans 51
4.3.6- Neuroviruléncia €m CamUNUONGOS .......cooiiiuuuiiiiiaaa it e e e e e et eea e e e s aanbesaeeeaaaaeaanreeeeeeaans 54

4.3.6.1- Neuroviruléncia em Camundongos com TréS S&  MaNas .....cccceeeveeeveiivvveereeeesseinnnnns 55
4.3.6.2- Neuroviruléncia em Camundongos NEONAt0S  ...ccccveeeieeeiiiiiiiiie e s e 61
4.3.7- Imunogenicidade de virus quimérico YFV/DENV?2 e seus derivados em camundongos....... 64

5= DISCUSSAD .....cuiiiieteieteieteieieteeeees et et etes et et et et et e et esese s e e e aeetese e neenesene e aeeas 66

5.1- O desenvolvimento de VIFUS QUIMEIICOS. ...ccc. wevvuiieeiiiieeesiieeeessieeeeessisaeeesnneaeeessssseeessnsseeessnsnees 66

5.2- Propagacao de virus YFV/DENYV QUIMEIICOS. ... coviiciiiiieeeeeiiiiiiieer e e e e s ssinteeeeeaesesnnnnnanseaaeeennnns 67

5.3- Analise da variabilidade genética dos virus YF ~ V/DENV QUIMErICOS......cccceviiiiiiiiieeeeeniiie v 68
5.3.1- Variabilidade genética populacional e selecéo de Clones ViraiS..........ccceevvvvveeeeeeiescnvnnenenenn. 69
5.3.2- Acumulo de mutagBes em regifes gENOMIUCAS. .......oiuvurriiiea e aiieiee e e e e e e ee e e e e e e e e eneeeeeeeaeas 70
5.3.3- Origem daS MULAGOES . ... eeeeieeiiiiiiiiii e e ettt e e e e ettt e et e e e s e aa et e e e e e aa e e e s s anbeeeeeeaeesaaannbnneeaaaens 71
5.3.4- CoNSeqUENCIAS A& MULAGOES .......uueiiiieeieiiiiiiiie e ettt e e e e ettt e e e e e e e et e e e e e e e e e annreeeeaaaeas 73

5.4- Caracterizagédo fenotipica de virus YFV/DENV re  combinantes........cccccovvvveeviieeeeiiiineens vevvens 75
5.4.1- O uso de tamanho de placa de lise como indicador de estabilidade genética. ..................... 75
5.4.2- Atenuacédo dos clones virais em modelo MUINO. .........uuviiieeii i 76
5.4.3- Imunogenicidade do virus quimérico YFVIDENV2.........ccuvieiiiiiiiiiiiiie e 77

5.5- CONSIAEIACHES FIN@US ...eeeeeieiiiiiiiiiiiies ettt e e ettt e e e e e e s ab e e e e e e e e s anbnbeeeeaaeeeanns 78

B CONCLUSOES. ... ..ottt ettt ettt ee et ese e e seesene e seeas 80

REFERENCIAS. ...ttt sttt ettt senens 82

- ANEXO oo e aaan 92

7.1- Preparo de MEI0 € SOIUGOES .......uuiiiiiiiiis ittt et e e e e ettt e e e e e e e e e annbee e e e e e e e s e anenenees 92

7.2- Figura dos pontos de mutacdo encontradas pela Sanofi-Pasteur na candidata a vacina

contra Dengue ChimeriVax YFV/DENVL, 2, 3 € 4. ... oottt 95
7.3- Simbolos e siglas doS aMINOACIHOS .......cccc. cevviiiiee it e et e e stae e e s e stbee e e e srbeeeesnraaeaeans 96
7.4- Imagens do fenétipo de placa de lise em tamanh 0 real ......cccoccvvveeiiiiii i e 97

7.5- Resultados de forma resumida da diSSertagaio ..  .......ooeiiiiiiiiiiiiiiie e 108



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

~ - Aproximadamente

10° - N&o diluido

AC - Acre

AL - Alagoas

AM - Amazonas

ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

AP - Amapa

ATCC — American Type Culture Collection

BA - Bahia

BSC-1 - Célula De Rim de Macaco Verde Africano

C - Capsideo

C6/36 — Célula de mosquito Aedes albopictus

CCL - Certified Cell Line

cDNA - acido desoxiribonucleico complementar

CE - Ceara

CECAL - Centro de Criacao de Animais de Laboratorio
CGLAB - Coordenacao-Geral de Laboratorios de Saude Publica
CIGB - Centro de Engenharia Genética e Biotecnologia
CMC - Carboximetilcelulose

CO; - Di6xido de carbono

CORREL - correlagéao

CP2 - Clones passagem 2

CP20 - Clones passagem 20

CPE - efeito citopatico

DENV - Dengue

DESVPAD.P - Desvio-padrédo de uma populacao

DNA - Acido desoxiribonucleico

E - Envelope

E. - Escherichia

ELISA - Ensaio imunoenzimatico (do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

ES - Espirito Santo

EUA - Estados Unidos da América

FA - Febre Amarela

FAL17D - Virus Vacinal da Febre Amarela

FD - Febre do Dengue

FHD - Febre Hemorragica do Dengue

FIOCRUZ — Fundacgéo Oswaldo Cruz

FRhI - Células Pulmonares de Macacos rhesus
GO - Goias

GSK - Glaxo-SmithKline

I.c. - Intracerebral

IgM — Anticorpo tipo M

IOC- Instituto Oswaldo Cruz

IPK - Kouri Pedro Instituto de Medicina Tropical
JE - Encefalite Japonesa

KDa — kilo Dalton

L# - Large

LAEAN - Laboratério de Experimentacdo Animal
LATER - Laboratério de Tecnologia Recombinate
LATEV - Laboratério de Tecnologia Virologica



LLC-MK2 - Célula de Rim de Macaco rhesus
LOG - Logaritmo

M - Membrana

M# - Medium

MA - Maranhao

MG - Minas Gerais

MOI - Multiplicidade de Infeccéo

MS - Mato Grosso do Sul

MS - Ministério da Saude

MT - Mato Grosso

NaHCO; - Bicarbonato de sddio

NIH - National Institutes of Health

NMRC - National Medical Research Council
NS1 - Nao estrutural 1

NS2 - Nao estrutural 2

NS3 - Nao estrutural 3

NS4 - Nao estrutural 4

NS5 - Nao estrutural 5

nt - Nucleotideo

ORF - Fase de Leitura Aberta (do inglés Open Reading Frame)
P - Passagem

PA - Para

PB - Paraiba

PDK - Células de Rim de Cachorro

PE - Pernambuco

PFU - Unidade Formadora de Plaque

pH - Potencial Hidrogenionico

Pl - Piaui

PNH - Primatas ndo-humanos

Pol — Polimerase

PR - Parana

PrM - Pré-membrana

PRNT - Teste de Neutralizacao por Reduc¢éo de Placas de Lise (do inglés Plaque
Reduction Neutralization Test

RE - Reticulo Endoplasmatico Rugoso

RJ - Rio de Janeiro

RN - Rio Grande do Norte

RNA — Acido ribonucléico (do inglés Ribonucleic Acid)
RO - Rodbnia

Rpm - Rotagdes por minuto

RR - Roraima

RS - Rio Grande do Sul

RT - PCR - Reacao da transcriptase reversa, seguida de reacdo em cadeia da
polimerase (do inglés Reverse transcription polymerase chain reaction).
S# - Small

S. - Saccharomyces

SC - Santa Catarina

SCD - Sindrome do Choque Do Dengue

SE - Sergipe

SLE - Encefalite de St. Louis

SP - Séo Paulo

SVS - Secretaria de Vigilancia em Saude



Xi

TBE - Tick-Borne Encephalitis

TO - Tocantins

UTR - Regido néo traduzida

v/v - Volume/volume

VEE - Virus Da Encefalite Equina Venezuelana

Vero - Célula De Rim De Macaco Verde Africano Cercopithecus aethiops
VLPs - Virus-like particles

VVA - Vacina de virus vivo atenuado

W - Triptofano

WHO/ OMS — World Health Organization/ Organizacdo Mundial da Saude
WNV - West Nile virus

WRAIR - Walter Reed Army Institute of Reseach

WT - Wild type

Y - Tirosina

A - Delecao

LISTA DE FIGURAS

Figura 1.2: Estrutura de uma particula viral da familia Flaviviridae--------------=-=------- 2
Figura 1.2: Estrutura do genoma dos flavivirus e sua expressao --------------==---------- 3
Figura 1.3: Representagéo conformacional da proteina E do dengue-------------------- 5
Figura 1.4: Esquema das etapas do ciclo de replicacdo dos Flavivirus. ----------------- 8
Figura 1.5: Esquema das etapas do ciclo de transmisséo dos Flavivirus.------------- 10
Figura 1.6: Incidéncia dos sorotipos do dengue no Brasil 2012. ------------------------- 12
Figura 3.1: Esquema do ensaio de purificacdo dos clones virais (plaque pick). ----- 30

Figura 4.1: Curvas de replicacdo dos virus recombinantes YFV/DENV1 (PE). ------ 34

Figura 4.2: Curvas de replicacdo dos virus recombinantes YFV/DENV2(PE)-------- 34
Figura 4.3: Curvas de replicacéo dos virus recombinantes YFV/DENV3 H87 ------- 35
Figura 4.4: Curvas de replicacéo dos virus recombinantes YFV/DENV4 -------------- 35
Figura 4.5: Curvas de replicagdo em Cell factory ----------=-=-=----mmmmmmmmmmm oo 36

Figura 4.6: Fenotipo de placa com os virus P2 YFV/DENV1(PE), YFV/IDENV2(PE),
YFV/DENV3 H87, YFV/DENV A — oo oo 38

Figura 4.7: Pontos de mutacéo dos clones virais P2 X CP2 ----------=--mmmmemmmemeoo- 44

Figura 4.8: Curvas de replicacdo dos virus recombinantes purificados YFV/DENV1



Xii
Figura 4.9: Curvas de replicacdo dos virus recombinantes purificados
YFVIDENV2(PE) ----nmnmm e oo oo oo oo e 47

Figura 4.10: Curvas de replicacdo dos virus recombinantes purificados YFV/DENV3

-------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 48
Figura 4.12: Pontos de mutacao dos clones virais CP2 x CP10 ------------------------- 51
Figura 4.13: Fenotipo de placa de lise YFV/DENV1(PE)------------=nmnmnmnmmmmmmmmmemeae 52
Figura 4.14: Fendtipo de placa de lise YFV/DENV2 (PE) --------------=-m-mnmmmemmmmmeae- 52
Figura 4.15: Fendtipo de placa de lise YFV/IDENV3 H87 ----------mmemmmmmmmm oo 53
Figura 4.16: Fendtipo de placa de lise YFV/DENVA4--------memmemmmm oo 53

Figura 4.17: Teste de neuroviruléncia com animais com 3 semanas 103 PFu
YV /DEN Y (P B e 55

Figura 4.18: Teste de neuroviruléncia com animais com 3 semanas 103 PFu
YFV/DENV2 (PE) =mmmmmmmm e mmmm e e 56

Figura 4.19: Teste de neuroviruléncia com animais com 3 semanas 10% PFu
YFVIDENV3 HB7 -m-m o e oo 56

Figura 4.20: Teste de neuroviruléncia com animais com 3 semanas 103 PFu
YV DENV 4 oo 57

Figura 4.21: Teste de neuroviruléncia com animais com 3 semanas 10°
YFV/DENVL(PE) =-mmmmmmmm e e e 58

Figura 4.22: Teste de neuroviruléncia com animais com 3 semanas 10° YFV/DENV2

Figura 4.25: Teste de neuroviruléncia com animais neonatos 103 PFu
YFEVIDENVL(PE) ----mmmm o e oo 61

Figura 4.26: Teste de neuroviruléncia com animais neonatos 103 PFu YFV/DENV2



Xiii

Figura 4.27: Teste de neuroviruléncia com animais neonatos 102 PFu YFV/DENV3

Figura 4.28: Teste de neuroviruléncia com animais neonatos 10% PFu YFV/DENV4

-------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 63
Figura 4.29: Esquematizacédo do desenho experimental do teste de prote¢ao ------ 64
Figura 4.27: Teste proteGa0 DENV2 —-----mmmmmm oo 65

LISTA DE TABELAS

Tabela 1.1: Principais fabricantes de vacina contra dengue, o tipo de cada vacina e

0s estagios de desenVolVIMENtO. —----m=-mmmmmmmm e 15

Tabela 1.2: Virus recombinantes e as cepas utiliadas no processo de construcéo

dAS QUIMEIAS -====-= === mm oo o e 22
Tabela 4.1: Titulo dOS €StOQUES VIraIS -==-========m=mmmmmmm oo 33
Tabela 4.2: Cell factory quatro camadas -------=-=-=-=======m=mmmm oo 37
Tabela 4.3: Cell factory dez camadas. --===============mmmmmm e 37

Tabela 4.4: Nivel de significancia entre o tamanho de placa de lise dos virus P2 x
8F 1= ] o L 38

Tabela 4.5: Estabilidade genética do virus quimérico YFV/DENV2 (PE) P2 x P20. -40

Tabela 4.6: Estabilidade genética do virus quimérico YFV/DENV3 H87 e
YFVIDENV4 P2 X P20 --xxnnnnnnnmmmmmmmmmmmssee e 41

Tabela 4.7: Sequenciamento das regides prM/E dos clones virais de
YV /DENY (P ) e 43

Tabela 4.8: Sequenciamento das regides prM/E dos clones virais de YFV/DENV4.43

Tabela 4.9: Sequenciamento das regibes prM/E dos clones virais de YFV/DENV3

Tabela 4.10: Pontos de mutacdo e as consequéncias destas nas passagens CP2 45

Tabela 4.11: .Virus selecionados a partir do sequenciamento nucleotideo ------------ 46

Tabela 4.12: Estabilidade genética dos CloNes---------=-=-=mmmmmmm s oo 50



Tabela 4.13:
Tabela 4.14:
Tabela 4.15:
Tabela 4.16:

Tabela 4.17:

Tabela 5.1:

Pasteur-------

Xiv

Nivel de significAncia entre o tamanho de placa de lise CP2 x CP10-54

Titulos virais apés a inoculacdo dos camundongos ------------------------ 57
Titulos virais apés a inoculacdo dos camundongos ------------------------ 60
Titulag&o viral pos-iNCOCUIAGEQ ----=-mm=mmmnmmmmm e 63
Titulos virais utilizados nas imuniza¢des e no desafio--------------------- 64
Diferenca entre as cepas virais utilizadas pela Fiocruz e a Sanofi



XV

RESUMO

A infeccdo pelo virus da dengue € um problema de saude publica mundial, com
epidemias recorrentes nas regides tropicais da Asia, Africa e Américas. O
desenvolvimento de vacinas contra dengue é de suma importancia, ja que até o
momento ndo existem vacinas licenciadas. Nossa intencéo final € a de podermos
desenvolver uma vacina mista recombinante contra dengue a partir do clone
infeccioso do virus da febre amarela, linhagem vacinal 17D. Isso foi realizado
através da troca dos genes estruturais prM/E do virus da febre amarela pelos
respectivos genes do virus dengue dos sorotipos 1, 2, 3, e 4. Neste trabalho
descrevemos as caracteristicas genotipicas e fenotipicas dos virus recombinantes
Febre Amarela/Dengue construidos anteriormente. Esta caracterizagdo consiste em
observar o comportamento desse virus quanto ao fendtipo de placa de lise,
crescimento em cultura de células Vero em meio sem soro, replicagdo em Cell
Factory (média escala), estabilidade genética, selecdo clonal, teste de
neuroviruléncia e protecdo em modelo murino. As construcbes dos virus
recombinantes YFV/DENV prM/E sao vidveis, produzindo virus que replicam
eficientemente em garrafas estacionarias T-175cmz2 e Cell Fatory, com propriedades
de replicacao similares aos virus dengue selvagens parentais, sugerindo que a troca
da prM/E de febre amarela pela mesma regido de dengue é capaz de afetar esta
caracteristica fenotipica do virus YFV17D. ApGs a etapa de purificagcdo clonal os
clones foram sequenciados e comparados com o lote de trabalho P2. Esta
comparacao revelou algumas alteracées de aminoacido entre as passagens P2 e
CP2 em todos os clones, exceto para os clones YFV/DENV4. Os clones CP2 foram
propagados por mais oito vezes em célula Vero para determinar se 0s virus eram
geneticamente estaveis. ApO0s as passagens observamos que muitas alteracdes
foram de carater adaptativo a célula Vero. Os clones foram caraterizados pela
morfologia de placa de lise e revelados por imunofocus. Os clones YFV/DENV1
(PE), YFV/IDENV2 (PE), YFV/DENV4 demonstram ser homogénios e o clone
YFV/DENV3 H87 heterogéneo. Com o0 objetivo de avaliar o neurotropismo dos
clones virais, foram realizados dois experimentos com camundongos de trés
semanas de idade com input viral de 103 PFU/30ul no primeiro experimento e no
segundo com input viral ndo diluido e um com camundongos neonatos com input
viral de 103 PFU/20ul. Os resultados ndo mostraram nenhuma diferenca entre os
dois testes com camundongos de trés semanas, entretanto com 0s neonatos foram
neurovirulentos. Seguimos com o teste de imunogenicidade com os clones virais de
YFV/DENV2 (PE) em modelo murino com input viral 10* PFU/100ul. O clone
YFV/DENV2C alcancou 93% de sobrevivéncia, YFV/DENV2A 81% e YFV/DENV2B
75%. Os resultados obtidos, séo de grande importancia, para a formulacdo de uma
vacina tetravalente, a ser testada para imunogenicidade em primatas nao-humanos.
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ABSTRACT

Dengue virus infection is a public health problem worldwide, with recurrent epidemics
in tropical regions of Asia, Africa and the Americas. The development of vaccines
against dengue is of paramount importance, since to date there are no licensed
vaccines. Our ultimate intention is to be able to develop a vaccine against dengue
based on recombinant yellow fever 17D vaccine virus. Recombinant viruses were
constructed by exchanging structural genes prM / E of yellow fever virus by the
respective genes of dengue virus serotypes 1, 2, 3, and 4. This study describes the
genotypic and phenotypic characteristics of such Yellow Fever / Dengue recombinant
viruses built previously. This characterization was focused on plaque size phenotype,
growth in Vero cell culture in serum free medium, replication in Vero cells grown in
Cell Factory (medium scale), genetic stability, clonal selection and protection against
a lethal challenge in a murine model. The constructions of the recombinant viruses
YFV/DENV prM/E produced viruses that replicate efficiently in stationary T-175cm 2
flasks and Cell Fatory with replication and plaque morphology similar to parental wild
dengue virus, suggesting that the exchange of prM/E of yellow fever virus for the
same region of dengue can affect this phenotypic trait. . After clonal purification steps
viral clones had their genome sequenced and compared with the genome of the P2
virus in the working seed lot. Some changes were observed between the amino acid
sequences of passages P2 and CP2 in all clones except for clones from
YFV/DENV4. Clones CP2 were further passed through eight passages in Vero cell to
determine whether the virus was genetically stable. After the passages we noted that
many changes were of adaptive nature to Vero cell. The clones were characterized
with respect to plague morphology as revealed by imunofocus. Clones YFV/DENV1
(PE), YFV/IDENV2 (PE), YFV/DENV4 were shown to be homogeneous and
YFV/DENV3 H87 was rather heterogeneous, even after cloning. Aiming to evaluate
the neurotropism (attenuation) of viral clones, two experiments were conducted with
three week-old mice with viral input of 103 PFU/mouse in the first experiment and the
second with undiluted viral stock. Suckling mice received a viral input of 103
PFU/mouse. The results showed no difference between the two tests with three
week-old mice, in which none of the chimeric viruses were neurovirulent. However, in
suckling mice a significant degree of neurovirulence was noted. We studied the
immunogenicity of the YFV/DENV2 (PE) viruses in a murine model and immunized
animals challenged with an otherwise lethal dose of neurotropic DENV2 virus. Clone
YFV/DENV2C provided 93% protection whereas YFV/DENV2A and YFV/DENV2B
reached 81% and 75%, respectively. The results are of great importance for the
development of a tetravalent vaccine.



1. INTRODUCAO

1.1- Familia Flaviviridae

A familia Flaviviridae é constituida por quatro géneros: Flavivirus, Hepacivirus,
Pestivirus e Pegivirus. O nome Flaviviridae (do latim flavus, que significa amarelo) se
refere a ictericia provocada pelo protétipo da familia o virus da febre amarela (YFV).
Atualmente, é composta por cerca de 60 virus, dos quais 29 estdo associados a
doencas em humanos, tais como encefalites e febres hemorragicas (ICTV, 2012). A
maioria dos flavivirus é transmitida por vetores artropodes (Arbovirus — arthropod-
borne viruses), dentre os mais importantes estdo o (YFV), o virus dengue (DENV)
com os sorotipos 1, 2, 3 e 4, o virus da encefalite japonesa (JEV), virus da encefalite
de Saint Louis (SLEV), virus da encefalite do Vale de Murray (MVEV) e o virus do
Oeste do Nilo (WNV) (Mackenzie et al. 2004).

Os virus do género Flavivirus, bem como os da familia Flaviviridae possuem
morfologia esférica com diametro que pode variar entre 40 e 60nm. Apresentam um
nucleocapsideo de aproximadamente 30nm, o qual € envolto por uma bicamada
lipidica derivada de membranas da célula hospedeira (Ray e Shi, 2006; Lindenbach
et al. 2007). O nucleocapsideo possui estrutura icosaédrica e € formado pela
proteina do capsideo (C). Na bicamada lipidica se inserem duas proteinas
estruturais, a proteina de envelope (E) e a proteina de membrana (M) em sua forma
madura.

O precursor da proteina M (prM) estad presente na forma intracelular da
particula viral. A particula do virus dengue imaturo € coberta com 60 trimeros
assimétricos de prM-E, que se destacam como picos a partir da sua superficie
(Figura 1.1.A). A proteina prM protege a proteina E da fusdo prematura ao passar
pelo meio acido do aparelho de Golgi durante a morfogénese (Kuhn et al. 2002).
Durante a maturagdo que ocorre na passagem pelo sistema de Golgi, a parte N-
terminal da proteina prM é clivada da superficie viral para que o arranjo estrutural
das 180 moléculas na superficie do virus se rearranjem na forma dimérica,

conferindo infectividade ao virus. No virus maduro, as proteinas E existem como
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homodimeros que se encontram na membrana viral sob a forma de 30 "balsas".
Cada balsa contém trés dimeros paralelos dispostos em simetria icosaédrica e
organizados em zigue-zague (Kuhn et al. 2002; Zhang et al. 2003) (Figura 1.1.C). A
glicoproteina (E) é o principal determinante antigénico da particula viral e €
responsavel pelo reconhecimento do receptor celular e fusdo com a membrana do
endossomo na entrada do virus na célula hospedeira (Figura 1.1) (Kimura e
Ohyama, 1988).

A Virion imaturo

pri (~18-kDa)

Membrana

Nucleocapsid

Virion maturo

Dimero E M{=8-kDa)

Figura 1.1. Estrutura da particula viral de Flavivirus. A: Proteinas do envelope de virus maturo e
imaturos. B:Crio-microscopia eletrénica da particula imatura deDENV-2 mostrando a conformacéo da
proteina EC:Crio-microscopia eletrénica da particula madura de DENV-2 mostrando a conformacao
da proteina E. D: Estagio fusogénico induzido por pH baixo. (Modificado de Lindenbach et al.2007.)

O genoma dos Flavivirus é constituido de RNA fita simples polaridade positiva
de aproximadamente 11 kb e contém uma fase aberta de leitura (ORF) que codifica
para uma poliproteina precursora com cerca de 3.400 aminoacidos (Figura 1.2). Esta
poliproteina é clivada em eventos co- e pdés-traducionais, por enzimas celulares e
viral, resultando em 10 proteinas virais denominadas: C, prM/M, E, NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5. As proteinas C, M e E sao proteinas estruturais do
virus, enquanto que as proteinas NS sdo proteinas ndo estruturais requeridas na
replicacdo do genoma e na traducdo, e podem exercer papel, também, na
montagem e liberagdo das particulas e evasdo do sistema imune (Ray e Shi, 2006;
Lindenbach et al. 2007).
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Além da ORF, o genoma possui regiées 5 e 3" ndo traduzidas (UTR's) com
cerca de 90 a 130 nucleotideos (nt) e 430 a 760 nt, respectivamente. Essas regides
contém estruturas secundarias que sao essenciais para a traducao, replicacdo do
genoma e montagem da particula viral. A extremidade 5 do genoma possui, ainda,
uma estrutura de “cap” tipo 1 (M7GpppAmpN2) e, ao contrario dos RNAs
mensageiros celulares, a extremidade 3" ndo exibe uma cauda poli(A) (Figura 1.2)
(Ray e Shi, 2006; Lindenbach et al. 2007).
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Figura 1.2. Estrutura do genoma dos flavivirus e sua expressdo de proteinas. A: Estrutura do RNA
gendmico. O genoma viral é representado por regides codificantes de proteinas estruturais e nao
estruturais, a extremidade 5 cap e regibes 5 e 3' ndo codificantes (NCR). B: Produtos do
processamento e clivagem da poliproteina. Os sitios de clivagem estdo indicados:protease serina
através da seta para baixo (|),furina ou proteases relacionadas (¢) e proteases desconhecidas por
(?). C:Topologia proposta para os produtos de clivagem da poliproteina dos flavivirus em relacéo a
membrana do reticulo endoplasmatico (ER). As proteinas estdo aproximadamente em escala (areas
séo proporcionais ao numero de aminoacidos) e dispostas na ordem (da esquerda para a direita) da
sua tradugdo. Proteinas estruturais maduras estdo sombreadas e as porgdes C-terminais das
proteinas M e E que atravessam a membrana sao indicados (modificado de Lindenbach et al.2007).
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A proteina C, com peso molecular de 11 kDa, forma juntamente com o0 RNA, o
nucleocapsideo viral. Contém residuos basicos de lisina e arginina nas regides N e
C-terminal, que estdo envolvidos no empacotamento do RNA genbémico. Além disso,
a porcdo central da proteina C contém um dominio hidrofébico que interage com
membranas celulares e pode ter papel na montagem do virus. Outra regiao
hidrofébica, na porcdo C-terminal, € encontrada na proteina C nascente e,
provavelmente, serve como peptideo sinal para a translocacdo da proteina prM
através do reticulo endoplasmatico (RE). A proteina C madura é clivada, nesta
regidao do dominio hidrofébico, por uma serina-protease viral. Além disso, a proteina
madura € encontrada na forma de dimeros, sendo cada monémero formado por 4 a-
hélices (Henchal e Putnak, 1990; Lindenbach et al. 2007).

A glicoproteina precursora da proteina M (prM) possui peso molecular
aproximado de 26kDa . E uma precursora glicosilada da proteina de membrana (M)
e situa-se na superficie viral na forma imatura. A clivagem de prM e, consequente,
liberacdo do segmento pr e da proteina madura M (8 kDa) ocorre tardiamente na via
de secrecdo e € mediado pela protease celular furina, antes da liberacéo do virus de
dentro da célula. Acredita-se que a clivagem da proteina prM € essencial para a
liberacdo de particulas virais infectivas (Chambers et al. 1990a; Lindenbach et al.
2007). A prM tem como funcéo estabilizar a proteina E, impedindo a sua exposicéo
prematura ao pH reduzido na via exocitica (Stadler et al. 1997; Heinz F, et al. 1994a
e 1994b).Estudos sugerem que a prM atua como uma chaperona, cuja funcdo é
evitar erros de dobramentos na proteina E, durante o processo de maturacao viral
(Rodenhuis-Zybert et al. 2010).

A glicoproteina E é a principal proteina do envelope viral (53-54 kDa), sendo
responsavel por importantes processos como ligacdo ao receptor celular, fusédo da
membrana viral com a endossomal e morfogénese, além de ser o principal alvo da
resposta imuno-protetora no hospedeiro vertebrado (Nowak e Wengler, 1987). A
glicoproteina E é sintetizada como proteina de membrana tipo |, contendo 12
residuos conservados de cisteina que formam pontes dissulfeto. Cada subunidade
desta proteina é composta por trés dominios: I, Il, Il e uma regido hidrofébica de 53

aminoacidos (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Representacao conformacional da proteina E. Em (A) observamos a disposicdo da
proteina E linearizada e a localizacdo de cada dominio através dos genes. (B) Estrutura
tridimensional da proteina E com os dominios | (vermelho), Il (amarelo), Ill (azul) e um residuo,
hidrofébico, de 53 aminoacidos (azul claro). O N (abreviacdo de asparagina) € o sitio de glicosilacao
(Modis et al.2004).

O dominio | compreende a parte central da molécula e contém
aproximadamente 120 aminoacidos. Este dominio esta associado a uma resposta
imune predominantemente de anticorpos néo-neutralizantes tipo-especifico (Lee et
al. 1997). Entretanto, alguns estudos demonstraram que anticorpos gerados contra
esse dominio também podem ter atividade neutralizante (Roehrig et al. 1998). O
dominio Il possui aproximadamente 180 aminoacidos e é responsavel pelo processo
de dimerizagdo dos mondémeros da proteina E. Neste dominio existe uma regido
denominada alca de fusdo, com uma sequéncia hidrofobica altamente conservada
entre 0s sorotipos e que se expde apenas na presenca de pH acido. Essa regido
tem um papel importante na mediacdo da fusdo das membranas virais e
endossbmica, durante a infeccdo da célula hospedeira. O dominio Il induz a
producdo de anticorpos neutralizantes e n&o-neutralizantes, e ambos reagem
cruzadamente com outros sorotipos de virus de dengue (Modis et al. 2003; Modis et
al. 2004). O dominio lll se localiza na por¢cdo C-terminal da proteina E e contém
aproximadamente 98 aminoacidos. Este dominio atua na interacdo virus-célula,
apresentando sitios que se ligam a receptores presentes na superficie das células
hospedeiras (Modis et al. 2003; Modis et al. 2005; Guzman et al. 2010). Esta
interacdo € responsavel pela endocitose da particula viral. Alguns epitopos
presentes neste dominio induzem anticorpos neutralizantes tipo e subtipo-
especificos (Modis et al. 2003; Modis et al. 2005).
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O dominio Il € considerado um importante alvo para a producdo de anticorpos
monoclonais e vacinas para uso terapéutico e profilatico, respectivamente (Guzman
et al. 2010).

A proteina NS1 € uma glicoproteina (46 kDa) ndo estrutural conservada entre
0S quatro sorotipos de DENV. No interior das células infectadas a expressdo da NS1
parece ser essencial para a replicacdo do virus (Khromykh et al. 1999; Watanabe et
al. 2012). NS1 é sintetizada numa célula infectada como um mondmero soltvel em
dgua e rapidamente é dimerizada no lumen do reticulo endoplasmatico (ER),
seguido pelo transporte para a superficie celular e a secre¢cdo para 0 meio
extracelular, predominantemente como um hexamero (Flamand et al. 1999).
Atualmente, o mecanismo pelo qual a secrecdo da NS1 contribui para a patogénese
permanece obscura. Altos niveis de secrecdo da NS1 foram encontrados no soro de
pacientes infectados com DENV durante infecgcbes agudas (Alcon et al. 2002).
Assim, a secrecdo de NS1 pode estar relacionada com a patogénese da infeccao
pelo virus do DENV e tem sido proposto como um parametro de prognostico para a
gravidade da doenca (Somnuke et al. 2011).

A proteina ndo estrutural 3 (NS3) € uma proteina bastante conservada
multifuncional de aproximadamente 69 kDa que esta envolvida no processamento da
poliproteina e na replicacdo do RNA. A NS3 contém um dominio de serina-protease,
gue é responsavel pelo processamento proteolitico da poliproteina viral em sitios
gue a protease celular ndo atua (Chambers et al. 1990b; Falgout et al. 1991,
Yamshchikov e Compans, 1995; Yamshchikov e Trent, 1997; Stocks & Lobigs,
1998), localizada na porcdo N-terminal, e uma helicase que estd associada ao
processo de replicacdo (Costa et al. 2011), além das fun¢des de NTPase (hidrolisa
ATP para fornecer energia durante os processos de replicacdo); e de RTPase (atua
provavelmente removendo o grupo fosfato da regido 5 N-terminal que parece estar
envolvido no processo de adicdo da estrutura cap na extremidade 5 UTR do
genoma viral) (Lindenbach et al. 2007). A infeccdo por dengue induz respostas
imunes diferentes para as proteinas virais. Os anticorpos sao produzidos
principalmente contra as proteinas E e NS1 (Rothman, 2004), enquanto que a
maioria dos epitopos de células T estdo concentrados no interior da proteina NS3, o
alvo principal para CD4 e CD8 de resposta de células-T (Appanna et al. 2007;
Rothman, 2004).

A proteina NS5 possui peso molecular de aproximadamente 100-103 kDa e é

a maior e a mais conservada das proteinas virais constituindo-se na RNA polimerase
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viral jA que sua sequéncia contém varios elementos estruturais proprios de RNA
polimerases (Welsch et al. 2009). A porcdo C-terminal da NS5 possui uma
sequéncia com atividade de RNA polimerase dependente de RNA que é responsavel
pela replicagdo, sintetizando coOpias negativas e positivas do RNA viral. As fitas
negativas servem de molde para a transcrigéo das fitas positivas de RNA que serdo
utilizadas para a traducao de novas poliproteinas e/ou seguirdo para a montagem do
nucleocapsideo das particulas virais. A parte N-terminal da NS5 é responsavel pela
adicao do cap e pela metilacdo da extremidade 5' (Qi et al. 2008).

As quatro pequenas proteinas NS2A, NS2B, NS4A e NS4B possuem
sequéncias de aminoacidos pouco conservadas, mas contém multiplos trechos
hidrofébicos cuja distribuicdo ao longo de cada proteina é conservada entre 0s
Flavivirus. Foram relacionadas, até o momento, a alguns processos da propagacgao
viral: NS2A parece ser necessaria ao processamento correto da NS1 e na
maturacédo viral em si (Kummerer E Rice, 2002); NS2B encontra-se associada com
NS3, atuando como co-fator do complexo proteolitico viral (Falgout et al. 1991;
Chambers et al., 1995; Jan et al. 1995); NS4A interage com NS1 permitindo a sua
interacao no processo citoplasmatico da replicacdo do RNA. A NS4B parece modular
a replicacdo viral através da interagdo com outra proteina néo estrutural a NS3. Além
disso, a NS4B pode estar associada a inibicdo da resposta de interferons (IFN do
tipo 1) em individuos infectados. (Lindenbach e Rice, 1999).

Considerando-se que a sintese de RNA viral ocorre no citoplasma celular em
associacdo com membranas do reticulo endoplasmatico (RE), postula-se que estas
proteinas hidrofébicas virais estariam embebidas em membranas e através de
interagcbes com NS3 e NS5 estariam participando com estas de processos na
replicacéo viral (Welsch et al. 2009).

O ciclo de multiplicacao dos flavivirus ocorre no citoplasma e se inicia com a
adsorcao da particula viral a célula alvo. Apés a adsorcéo, acredita-se que 0s virus
penetrem na célula num processo de endocitose mediado por receptor,
provavelmente pela ligacdo da proteina E do virion e receptores da membrana
plasmatica da célula hospedeira. O virus presente em vesiculas endociticas sofre
rearranjos estruturais, com as proteinas E dos dimeros passando a formar trimeros,
processo este catalizado por pH baixo, permitindo a fusdo do envelope do virion com
a membrana endossomal e a liberagéo do capsideo no citoplasma celular (Gollins e
Porterfields, 1985). O RNA viral da origem, uma vez traduzido a poliproteina viral

que por sua vez apos as clivagens proteoliticas origina as trés proteinas estruturais
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(C-prM-E), seguida das sete proteinas ndo estruturais (NS1-NS2A-NS2B-
NS3,NS4A,NS4B,NS5) (Rice et al.1985). O RNA serve ainda como molde para a
sintese de uma fita complementar negativa, que servira de molde para sintese de
mais fitas positivas a serem utilizadas no empacotamento de novas particulas virais
(Cleaves et al.1981) (Figura 1.4).
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Figura 1.4 . Ciclo de replicacdo viral. A entrada da particula viral ocorre através da via de endocitose
mediada por receptor. No pH acido do endossoma a proteina E sofre mudancgas conformacionais que
levam a fusdo das membranas viral e endossémica (a). O RNA viral é traduzido e inicia-se 0 processo
de replicacdo(b). A montagem das particulas virais ocorre no RE (c,d), e as novas particulas imaturas
recém formadas, seguem pela via de secrecdo e completam a maturacdo na rede trans-Golgi (e).
Posteriormente os virus sdo liberados pela célula hospedeira (f). Adaptado de Fields, 2007.

A montagem das particulas virais ocorre em associacdo com o reticulo
endoplasmatico (RE) das células hospedeiras. Para formar o nucleocapsideo
precursor, durante a montagem do virion, o dominio citoplasmatico altamente basico
da proteina C interage com o RNA gendmico viral. As proteinas prM e E sédo
deslocadas para o RE posicionando seus dominios carboxi terminal hidrofébicos na
bicamada lipidica. A clivagem de prM ocorre provavelmente proximo ou durante a
liberacdo do virus, ja que ndo se detecta proteina M nas particulas intracelulares e
esta relacionada com o desencadeamento de mudangas no envelope que
promovem a infecciosidade (Wengler e Wengler, 1989). Os virus brotam para a luz

do reticulo endoplasmatico adquirindo uma membrana lipidica (envelope) e assim as
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particulas virais se mantém nas cisternas do RE. A progénie viral é transportada em
vesiculas através do sistema de Golgi sendo liberadas por exocitose (Chambers et
al. 1990a; Lindebach et al. 2007).

1.2- Dengue

O nome dengue significa "melindre”, "manha”, devido ao estado clinico que o
individuo pode apresentar apods a infeccao pelo virus. O primeiro surto do virus
Dengue ocorreu no final do século XVIII, no Sudoeste Asiatico, em Java, e nos
Estados Unidos, na Filadélfia. Entretanto, a Organizacdo Mundial de Saude, s6 a
reconheceu como doenca no século XX (WHO, 2012).

As primeiras notificacdes de febre hemorragica do dengue aconteceram nos
anos 50 nas Filipinas e Tailandia. J& na década de 60, a presenca do virus
intensificou-se nas Américas. Foram identificados quatro sorotipos do DENV
responsaveis por estas manifestacées. Em 1977, o sorotipo 1 apareceu inicialmente
na Jamaica, mas foi a partir de 1980 que foram notificadas epidemias em varios
paises. O sorotipo 2 ocorreu em Cuba causando o pelo primeiro surto de febre
hemorrégica fora do Sudoeste Asiatico e Pacifico Ocidental. Em 1989 o segundo
surto ocorreu na Venezuela. No Brasil, ha evidéncias de epidemias desde 1916, em
Séo Paulo, e em 1923, em Niterdi, no Rio de Janeiro, sem comprovacao laboratorial
(Ministério da Saude, 2013). Entretanto, a primeira epidemia, documentada clinica e
laboratorialmente, ocorreu em 1981, com os sorotipos DENV-1 e DENV-4 em Boa
Vista, Estado de Roraima (Osanai, 1984). Ap6s um periodo sem surtos, 0 sorotipo
DENV1 invadiu o Sudeste (Rio de Janeiro) e Nordeste (Alagoas, Ceara,
Pernambuco, Bahia, Minas Gerais) em 1986-1987 (Schatzmayr et al. 1986;
Donalisio e Glasser, 1999), alastrando-se pelo pais desde entdo, com as entradas
dos sorotipos DENV2 em 1990-1991 (Nogueira, 1991), e o DENV3 em 2001-2002
(Lourenco, 2002). O sorotipo DENV-4 foi reintroduzido no Brasil em 2010 no Estado
de Roraima (Temporéo, 2011). O virus, entdo, se espalhou em diferentes regides do
Brasil no norte, nordeste e sudoeste (Ministério da Saude, 2011). Isolados virais
revelaram que o sorotipo 4 reintroduzido em 2010 pertence ao gendtipo Il (Nunes et
al. 2012). No Rio de Janeiro, o primeiro caso detectado de DENV4 ocorreu em
Niteréi (Nogueira e Eppinghaus, 2011; Castro et al. 2012). Atualmente, os quatros

sorotipos circulam simultaneamente no Brasil (Ministério da Saude, 2011).
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Um grande problema de saude publica nas regifes subtropicais e tropicais, a
dengue é provavelmente a mais importante doenca viral transmitida por artropodos
em termos de morbidade humana (Henchal e Putnak, 1990). Existem quatro
sorotipos distintos, mas estreitamente relacionados, do virus que causa a dengue
(DENV1, DENV2, DENV3, DENV4), com numerosas estirpes de virus encontradas
em todo o mundo (Henchal e Putnak, 1990). A recuperacdo da infeccdo por um
sorotipo fornece imunidade vitalicia contra esse sorotipo em particular. No entanto,
imunidade cruzada para 0s outros sorotipos ap0s a recuperagado € apenas parcial e
temporéria. Infeccbes subsequentes por outros sorotipos podem aumentar o risco de
desenvolvimento de dengue grave.

A manutencdo do virus dengue ocorre em ciclos florestais envolvendo uma
guantidade pequena de primatas e se instalando no mosquito do género Aedes
(Figura 1.5). O virus dengue, entretanto, sdo 0s Unicos arbovirus que estdo
adaptados em humanos e ambientes domeésticos, ndo sendo mais importante o ciclo

florestal para a manutencéao do virus (Gubler, 2002).
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Figura 1.5. Ciclos de transmissdo do virus dengue. Esse virus possui ciclo de manutencéo
enzodticas envolvendo mosquitos e primatas ndao humanos. Virus da dengue sdo transmitidos
principalmente entre os seres humanos e o mosquito Aedes aegypti que se reproduzem em
recipientes de dgua em ambientes peridomésticos em areas urbanas e um ciclo silvestre tem sido
documentado no sudeste da Asia e na Africa Ocidental, mas atualmente é incerto até que ponto esse
ciclo contribui para infec¢cdes humanas. (adaptado de Burke & Monath, 2001).

No ciclo urbano, a transmissdo do virus para os humanos € intermediada
pelos mosquitos do género Aedes, principalmente o Ae. aegypti e Ae. albopictus.
Durante a estacdo seca o virus € mantido através da transmisséo transovariana
entre os mosquitos. Ovos contendo virus sobrevivem em buracos de arvores secos e
dao origem a mosquitos contendo virus quando eclodem apds o retorno das chuvas

(Monath, 2001). O Aedes aegypti € o principal vetor de transmissdo, mas outros
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mosquitos da mesma familia tal como o Ae. albopictus e o Ae. polynesiensis também
estdo associados na propagacao do virus. Dengue ocorre principalmente nas areas
tropicais da Asia, Oceania, Austrélia, Africa e nas Américas, mas também s&o

descritas nas areas sub-tropicais na época do verao.

1.2.1 - Dados epidemioldgicos da Dengue

O virus dengue possui uma distribuicdo geografica principalmente nas regides
tropicais e subtropicais. Porém, devido ao aumento dos fatores relacionados ao
aguecimento global, aumento na migracao populacional e a ineficiéncia no controle
do vetor, proporciona a expanséao da distribuicdo do virus pelo mundo (Perng, 2011).
Estudos epidemiolégicos sugerem que cerca de 2,5 bilhdes, ou 2/5 da populagéo
mundial estd em regibes com risco de infeccdo pelo virus da dengue, dos quais
cerca de um bilhdo vivem em regides tropicais e subtropicais. Estima-se que cerca
de 50 milhGes de infeccbes ocorrem anualmente, causando cerca de 500.000
hospitalizagcdes, principalmente em criancas. (Gubler, 1998; Wilder-Smith, 2008, DVI,
2013a-c).

A dengue é um dos maiores problemas de saude publica do Brasil, onde o
virus da dengue tem como vetor o mosquito Aedes aegypti. Este mosquito esta
adaptado a se reproduzir nos ambientes doméstico e peridomeéstico, utilizando-se de
recipientes que armazenam agua potavel e recipientes descartaveis que acumulam
agua de chuva, comumente encontrados nas cidades (Tauil, 2001; Thammapalo,
2008). A prevencao e controle sustentavel da dengue provavelmente vai exigir uma
abordagem integrada que inclui vacinacdo, controle do mosquito e gestdo clinica
(Gubler, 2011).

A dengue encontra-se hoje presente em todos os 27 Estados do Brasil,
distribuida por 3.794 municipios, sendo responsavel por cerca de 60% das
notificagbes nas Ameéricas. Na figura 1.6, observa-se os riscos em cada estado
brasileiro para apresentar transmissdo por um determinado sorotipo de virus do
dengue (SVS, 2012a). A Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude
registrou um total de 565.510 casos de dengue no Pais de janeiro a 17 de novembro
de 2012. A Regidao Sudeste registrou 0 maior nimero de casos (241.902 casos;
42,7%), seguida da Regido Nordeste (222.432 casos; 39,3%), da Centro-Oeste
(58.441 casos; 10,3%), da Norte (38.391 casos; 6,8%) e da Sul (4.344 casos; 1%).



12

Na analise comparativa em relacdo ao ano de 2011, observa-se reducdo de 44%
dos casos no Pais. Apesar da reducdao da doenca, alguns Estados apresentaram
aumento na incidéncia em 2012, como em Roraima variacdo de 56%, Sergipe 34%,
Bahia 30%, Alagoas 239%, Pernambuco 75%, Rio Grande do Norte 19%, Tocantins
17%, Piaui 20%, Rio de Janeiro 11%, Mato Grosso 479%, que também apresentam
aumento no namero absoluto de casos (Portal Saude, 2012).

A proporcao das amostras positivas por sorotipo viral demonstra o predominio
nos isolamentos do sorotipo DENV4 (59,3%). O sorotipo DENV1 foi isolado em
36,4% das amostras; DENV2, em 4,1%; e o DENV3, em 0,2%. Nas regides Norte e
Nordeste observam-se na amostra um maior predominio do DENV4. Na Regido
Sudeste, existe um equilibrio entre os sorotipos DENV4 e DENV1. Ja nas regides
Centro-Oeste e Sul, o predominio € do DENV1 (SVS, 2012b).
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Figura 1.6. Incidéncia dos sorotipos do dengue no Brasil 2012.
Fonte: CGLAB/DEVIT/SVS/MS
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1.2.2- Manifestagdes Clinicas do Dengue

Segundo a classificacdo da Organizacdo Mundial de Saude (Henchal &
Putnak, 1990) a infeccdo com o virus dengue pode ser assintomética ou pode
resultar em duas formas de doenca: a Febre do Dengue (FD) e a Febre
Hemorragica do Dengue (FHD), que pode evoluir para a Sindrome de Choque do
Dengue (SCD). A FD é uma doenca febril e geralmente associada a uma infeccéo
primaria, muito conhecida como febre dos 0ssos quebrados (Stephenson, 2005). A
FHD é uma sindrome que se caracteriza pelo extravasamento vascular e
manifestacbes hemorragicas, podendo ser letal. Outras publicacdes demonstraram
que hemorragias, danos no figado e neurolégicos estdo associados tanto em FD
guanto em FHD (Murgue, 2010). Entretanto, ha evidencias de que a FHD esta mais
associada a infecgbes secundarias do que a infec¢des primarias, provavelmente
devido a pré-existéncia de anticorpos especificos ndo neutralizantes contra dengue,
o que facilita a entrada de virus em células da linhagem monocitica (Halstead,
1988). Outra possivel explicacdo para o agravamento da doengca em casos de
infecgbes secundarias seria a reatividade cruzada de linfécitos T de memoria
gerados em uma primeira infeccdo, que teriam uma ativacdo preferencial em
detrimento de células T virgens. Tal fendbmeno tem sido denominado “pecado
antigénico original” (Mongkolsapaya, 2003).

Na forma classica (FD), a febre pode aparecer de forma inesperada ou apos
alguns sintomas caracteristicos, como mal- estar, calafrios e dor de cabeca. Os
sintomas da FHD séo parecidos com a forma classica, diferenciando-se apenas no
extravasamento difuso de plasma pelos capilares, hemorragias e trombocitopenia.
Esse aumento da permeabilidade vascular resulta na diminuicdo do volume efetivo
de sangue, resultando em hipdxia, podendo levar ao choque e a hipotensdo, em
alguns casos chegando ao oObito, caracterizando a SCD (Henchal e Putnak, 1990).

Entretanto, uma nova classificacdo foi postulada em 2009 pela WHO,
diferenciando em alguns aspectos para facilitar o diagnostico de uma infecgéo viral
pelo virus dengue e pela observacdo de casos de dengue grave que nao se
enquadravam as descricdes anteriores prescritas anteriormente. Esse novo guia
(WHO, 2009 Apud Srikiatkhachorn et al. 2011) classifica dengue de duas formas: a
primeira como dengue e a segunda como dengue grave. A definicdo de dengue nao
grave é similar ao que era proposto na antiga classificacdo de FD: a combinacéo de

dois sinais mais febre. Alguns sinais foram incluidos na nova classificacéo tal como
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dor, ndusea, vOmito e erupcdo cutanea. Além disso, dor abdominal, voémito
persistente, acumulo de fluidos, sangramento na mucosa, letargia, inquietacéo e
aumento do figado estdo incluidos nesta lista de sugestdes para o diagnostico de
dengue e também como sinal de alerta para um potencial caso de dengue grave.
Dengue grave é classificada por qualguer um dos seguintes casos: estravazamento
do plasma levando ao choque, dificuldade respiratoria, hemorragia grave,
trombocitopenia forte, falha de o6rgdos, niveis elevados de enzimas do figado,

alteracdes da consciéncia ou insuficiéncia cardiaca (Srikiatkhachorn, 2009).

O diagndstico laboratorial do dengue depende do isolamento viral ou de
testes sorologicos, jA que os sinais clinicos da doenca sdo confundidos com
influenza, sarampo, rubéola, malaria, leptospirose, outras hemorragias virais e
infeccéo por rickettsia. O isolamento viral pode ser feito com linhagens celulares de
mosquitos, por exemplo, células de mosquitos Aede albopictus C6/36. Para isso
culturas de C6/36 sao infectadas e examinadas por imunofluorescéncia. A técnica
de RT-PCR também vem sendo utilizada, com iniciadores sorotipo especificos e
analise em gel de agarose das sequéncias amplificadas. O teste soroldgico pode
ser testado por inibicdo da hemaglutinacao, fixacdo do complemento e ELISA. O
ELISA é o teste de escolha, devido a sua alta especificidade e sensibilidade, que
identifica o anticorpo IgM que aparece logo ap6s o fim da febre e desaparece dentro
de dois meses. A identificacdo do sorotipo é dificil devido as reacdes cruzadas.
(WHO, 2009).

1.2.3 - Prevencéo e controle da doencga

Devido a fatores como crescimento populacional e urbano, efeito estufa, a
incidéncia e propagacao do mosquito Aedes, torna-se cada vez mais dificil o controle
do mosquito, o qual € o unico método de prevencao atualmente. No entanto, este é
um artificio caro e ineficiente, uma vez que o Aedes esta bastante habituado a meios
urbanos e a climas tropicais (Chaturvedi, 2005). Para atender de forma mais
eficiente a populacéo, o desenvolvimento de uma vacina torna-se muito importante.
Existem algumas plataformas de desenvolvimento de vacina contra dengue e

algumas delas serdo apresentadas nas secbOes que se seguem (Perng, 2011).
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Atualmente, existem seis vacinas tetravalentes candidatas em teste clinico de fase I-
[l (Swaminatha, 2010; DVI, 2013a).

1.2.3.1 — Vacina contra Dengue em Desenvolvimento

Durante o desenvolvimento de uma vacina contra dengue alguns critérios
devem ser considerados. A seguranca e eficacia da vacina estdo intimamente
relacionadas a protecdo ampla e duradoura contra 0s quatro sorotipos
simultaneamente, ou seja, a vacina deve ser tetravalente e funcional a fim de evitar o
risco de sensibilizar o vacinado para as formas graves da doenca. E também
desejavel que a vacina seja econdmica e, se possivel, induza a imunidade completa
com apenas uma dose.

Atualmente, existem vacinas candidatas em estagio de testes clinicos
resultantes dos esforcos para o desenvolvimento de uma vacina contra dengue
focado em vacinas de virus vivo atenuado, vacinas de virus inativados, vacina de
subunidade e vacinas que utilizam vetores virais ou plasmidiais (Schmitz et al. 2011).

A tabela 1.1 mostra vacinas contra dengue que estdo sendo submetidas a

testes clinicos e pré-clinicos com possibilidade de chegar a licenciamento.

Tabela 1.1: A tabela mostra as principais abordagens e estagios de desenvolvimento de vacina
contra dengue (Modificado de Galler et al., 2011).

Vacina Abordagem Laboratorios Andamento
1 Vi e, eaEE E5]4 Mabhidol University/Sanofi- Até a ff';lse
Pasteur ll/descontinuado
Vivo atenuado, células FRhL e Até a fase
2 PDK WRAIR/GSK Il/descontinuado
. Acambis/Sanofi-Pasteur Fase Il
3 Vivo atenuado, vetores
baseados na cepa YFV-17D
FIOCRUZ Pré-clinico
Vivo atenuado, vetor baseado . .
4 DENV-4A30 NIH/Biotec/Butatan/Vabiotech Faselell
5 DENV-2 atenuado, células Inviragem Fase |
PDK53 9
6 Sarampo como~vet0r de Pasteur Institute Pré-clinico
expressao
7 Virus inativado WRAIR/GSK/Fiocruz Pré-clinico
Vacina de sub-unidade Merck/Hawaii Biotech Pré-clinico
9 DNA Naval Medical Research Center. Fase |
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Vacina de virus vivo atenuado (VVA) tende a mimetizar uma infeccéo natural,
visto que os virus atenuados replicam-se em células do individuo, induzindo
resposta humoral e celular, as quais conferem protecdo duradoura, geralmente com
uma Unica dose vacinal. O potencial para o desenvolvimento de uma VVA usando
cepas atenuadas para 0s quatros sorotipos do dengue tem sido amplamente
utilizado, considerando que este método obteve sucesso para Febre Amarela e
Encefalite Japonesa. O primeiro a desenvolver o processo de atenuacdo para
dengue foi Sabin em 1945 passando o virus DENV-1 em células de cérebro de
camundongo (Sabin, 1952 apud Raviprakash et al. 2009). Entretanto, o grau de
atenuacdo variava de acordo com a cepa utilizada e alguns voluntarios que
receberam a vacina desenvolveram reacdo em forma de erupgéo cutanea, assim o
seu processo foi descontinuado (revisado por Raviprakash et al.2009).

Em 1971 a Universidade do Hawai em colaboracdo com o WRAIR (Walter
Reed Army Institute of Reseach) descobriram que o virus dengue pode ser
propagado em diluicbes seriadas em células de rim de cachorro (PDK) e uma
passagem terminal em células pulmonares de macacos rhesus (FRhL) para atenuar
0 virus dengue. (Halstead e Marchette, 2003). Em paralelo, a Universidade de
Mahidol (Bangkok, Tailandia), com apoio da OMS seguiu 0s mesmos passos do
primeiro grupo e produziu uma VVA por passagem em células PDK (revisado por
Guy e Almond, 2008; Raviprakash et al. 2009).

Estes estudos envolvendo esta metodologia de atenuagdo por passagem
seriada foram descontinuados nos testes clinicos de fase Il, devido as complicacdes
envolvendo alta reatogenicidade do virus tipo 3, além de interferéncia viral entre os
componentes da mistura viral tetravalente (Murphy e Whitehead, 2011; DVI a, 2013).

O desenvolvimento de vacinas inativadas contra dengue utiliza principalmente
agentes quimicos, como formol ou betapropillactona, para “matar” a particula viral.
Essa metodologia é eficaz devido a propriedade que essas substancias possuem de
degradacdo do material genético, proporcionando a perda da sua capacidade
replicativa. Esta caracteristica gera a necessidade de concentrar 0os materiais
contendo virus, o que dificulta e encarece muito a producdo em massa de vacinas
inativadas (Chambers et al. 1997; Murphy e Whitehead, 2011). Entretanto, caso a
vacina proporcione boa resposta imunologica estes problemas aventados séo
ignorados.

Uma vacina inativada esta sendo desenvolvida pela Glaxo-SmithKline (GSK),

em colaboracdo com o Walter Reed Army Institute of Research (WRAIR) e Bio-
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Manguinhos (FIOCRUZ) (Putnak, 2005). Diferentes abordagens para inativacdo de
virus, purificacdo e varios sistemas adjuvantes estdo atualmente em fase de
avaliacdo. Um estudo piloto foi realizado em primatas ndo humanos (PNH) para
testar a vacina candidata tetravalente juntamente com diferentes sistemas
adjuvantes (AS01, AS03, AS04). Duas doses de vacina com adjuvante foram dadas
com 30 dias de intervalo, seguido por desafio viral quatro meses mais tarde. Todos
0s animais imunizados foram considerados protegidos contra o desafio viral. As
melhores respostas de anticorpos neutralizantes foram obtidas com o sistema
adjuvante AS03 (Schmitz et al. 2011).

Desde a descoberta nos anos 90 da habilidade de DNA plasmidial ativar
resposta imune celular e humoral contra determinado produto codificado por um
gene, alguns grupos tém estudado essa abordagem para o desenvolvimento de
vacinas (Danko, 2011). Vacinas de DNA ndo apresentam as desvantagens
associadas com a replicacdo de virus vivos, problemas de combinacdo de
formulac6es monovalentes para formar vacinas tetravalentes, ndo induzindo assim a
concorréncia entre sorotipo ou dominancia. Dentre as desvantagens associadas as
vacinas de DNA destaca-se baixa imunogenicidade em humanos (Murrell et al.
2011). Vacinas de DNA tém tido sucesso limitado devido a absorcédo inadequada
pelas células, resultando em baixa expressdo de antigenos. No entanto, algumas
vacinas de DNA obtiveram bons resultados em primatas (Raviprakash et al. 2009).

Existem grupos de pesquisa trabalhando no desenvolvimento de vacinas para
dengue usando a tecnologia de naked-DNA. Pretende-se cria-las para dengue,
seguindo modelo ja utilizado para virus da encefalite de St. Louis (SLE). A estratégia
para o preparo dessa vacina consiste em clonar DNA complementar, da regido prM
e E, do virus do dengue em plasmidios, produzir esses genes em grande
quantidade, purificar o produto e utiliza-los como imunégenos. Camundongos que
receberam os genes desenvolveram imunidade com uma ou duas imunizacdes.
Essa imunidade, que, acredita-se, ser de longa duracdo, é independente de
anticorpos, devendo-se principalmente a linfocitos citotéxicos (Chambers et al.
1997).

Outra pesquisa com vacina de DNA para dengue estad sendo realizada na
FIOCRUZ desenvolvida pela doutora Ada Maria de Barcelos Alves. Este grupo utiliza
como alvo algumas proteinas virais, tais como proteina NS1 (Costa et al. 2007),
proteina E (Azevedo et al. 2011) e a proteina NS3 (Costa et al. 2011) como

indutores de resposta resposta imune em camundongos. Estas vacinas de DNA



18

encontram-se em fase de desenvolvimento pré-clinico. A Hawaii Biotec em
cooperacao com a Merck, iniciou testes clinicos fase 1 de uma vacina de subunidade
contra dengue. A vacina candidata € composta de proteina E (subunidade 80E) do
virus dengue recombinante que é eficientemente expressa utilizando sistema de
expressdo Drosophila Schneider. A formulacdo consiste de subunidades 80%E de
cada um dos quatro sorotipos de dengue com adjuvante especifico resultando em
elevadas respostas de anticorpos neutralizantes e protecdo em ambos 0s sistemas
estudados, camundongo e PNH (Clements et al. 2010).

Vacina de virus quimeéricos tem sido originada pela substituicdo de genes que
codificam proteinas estruturais, prM e E, de virus atenuados pelos genes que
codificam as proteinas equivalentes de dengue. A hipdtese € que a atenuacéo
caracteristica do virus vetor atenuado garantird também a atenuacdo do virus
guimerico, porém mantendo o carater imunogénico da proteina E de dengue, a qual
apresenta um papel dominante na geracdo de anticorpos neutralizantes e inducéo
de resposta imune protetora.

O desenvolvimento do cDNA infeccioso para DENV4 (Lai et al.1991) permitiu
a construcdo de novos virus quimericos. Os genes prM/E de DENV1, DENV2 e
DENV3 foram inseridos em clone infeccioso de DENV4 resultando em virus
recombinantes com reduzida viruléncia para camundongo e macaco (Lai et al.1998).
O principal risco para o desenvolvimento de virus recombinantes com o cDNA
infeccioso de DENV4 é o fato de que o DENV4 originou-se de um virus selvagem.
Atualmente, a atenuacdo é realizada através da introducdo de uma mutacao
especifica no genoma do virus que interfere na replicacéo viral, com esta tecnologia
os virus DENV1 e DENV4 sdo clones infecciosos gerados por esta mutacéo,
entretanto os virus DENV2 e DENV3 séo virus quiméricos utilizando o clone
infeccioso DENV4 como vetor de expresséo das suas proteinas prM/E. (Durbin et al.
2001; Halstead e Marchette, 2003). Essa abordagem esta sendo desenvolvida pelo
NIH (National Institute of Health) em parceria com o Instituto Butantan e encontra-se
em teste clinico de fase Il. Neste trabalho, foi observado que o virus recombinante
foi capaz de induzir resposta trivalente ou mais de anticorpo neutralizante em 75-
90% em voluntarios com apenas uma dose vacinal (Murrell et al. 2011; Durbin et al.
2013).

Virus vivos atenuados de sarampo (ie Schwarz / Moraten, AIK-C, e cepas
vacinais EZ) tém mostrado excelentes resultados na indugcéo a imunidade de longa

duracédo de criancas ap6s uma ou duas doses de imunizacao. O virus vivo atenuado
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da cepa da vacina Schwarz de sarampo foi utilizado para codificar o dominio Il e/ou
ectodominio M de DENV. A imunizacdo utilizando o vetor viral do sarampo e o
reforco com proteina recombinante foi capaz de induzir anticorpos neutralizantes
especificos de longo prazo em ratos (Brandler et al.2007). Esta abordagem tem a
vantagem de desenvolver uma vacina de combina¢édo de dose Unica contra infec¢édo
com os virus do sarampo e DENV.

Modificar geneticamente um virus permite, ndo apenas, que se possa estudar
a estrutura e funcdo dos genes virais, mas também, construir virus recombinantes
gue expressem sequéncias heterdlogas. O virus YFV17D é uma das vacinas
utilizadas para construcéo de virus recombinates, até 0 momento, de maior sucesso,
com varios pontos positivos para o desenvolvimento de vacinas em geral. A
metodologia de producdo é bem definida e eficiente, a qual inclui um rigido controle
de qualidade e teste de neuroviruléncia em macacos. Esta vacina é conhecida
também por induzir uma resposta imune duradoura e por ter um custo de producao
reduzido. Estima-se que seu uso esta acima de 400 milhdes de doses com
excelentes indices de seguranca. Com estas caracteristicas o virus YFV17D tornou-
se muito atrativo como vetor de expressao para antigenos heterélogos, o que pode
levar ao desenvolvimento de novas vacinas vivas atenuadas (Monath, 1999;
Bonaldo et al. 2000).

Para o desenvolvimento de flavivirus que expressem antigenos heterdlogos é
necesséario (1) estratégias que permitam a introducdo de genes sem que a
expressao dos mesmos comprometa a estrutura e replicacao do virus; (2) assegurar
que a construcdo do cDNA e os seus transcritos de RNA produzam um virus néo
patogénico, sem o potencial de reversdo para forma patogénica; (3) garantir que o
virus da febre amarela recombinante, além de ser atenuado, mantera as suas
propriedades imunoldgicas, expressando o antigeno heterdlogo inserido, de modo
gue 0 mesmo induza uma resposta imune apropriada.

O primeiro virus recombinante desenvolvido com o cDNA de 17D-204 (Rice et
al. 1989) foi construida por Chambers (1999), onde o genoma do virus da febre
amarela 17D teve os genes prM/E substituidos pelos genes equivalentes derivados
de uma cepa do virus da encefalite japonesa (JE). Este virus recombinante mostrou-
se imunogénico, geneticamente estavel e induziu uma protecdo eficaz contra JE
(Guirakhoo et al. 1999; Monath et al. 2000).

Utilizando esta mesma metodologia, diferentes grupos desenvolveram

primeiramente um virus recombinante 17D/DENV2 envolvendo também a
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substituicdo dos genes prM/E do virus YFV17D pelos mesmos genes de DENV2 e
em seguida os demais virus DENV1, DENV3 e DENV4. A regeneracao dos virus e
passagens subsequentes foram feitas em células certificadas para a producdo de
vacinas Vero PM (um banco de células do Pasteur-Merriex). Estes virus
recombinantes demonstraram ser imunogénicos em primatas ndo humanos e
camundongos. Esta vacina ja foi testada em humanos em uma apresentacéo
monovalente e atualmente esta em estudo clinico de fase Ill em humanos com uma
formulacéo tetravalente (DVI, 2013a).

As firmas Acambis/Sanofi Pasteur estéo realizando estudo clinico de Fase 3
(estudo em humanos) com uma formulacao tetravalente uma vez que no estudo
clinico fase lIb, foi demonstrado que a eficacia difere entre os 4 sorotipos. Entre os
sorotipos DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4 observou-se 90%, 94%, 95% e 93% de
soroconversao, respectivamente, apés 3 doses. Entretanto a quimera DENV2 néo
induziu protecdo, com percentual de apenas 9,2 % de eficacia, apds as trés doses
vacinais. Apés um ano da terceira imunizacdo, os niveis de anticorpos neutralizantes
mantiveram-se acima dos 70%. (Sabchareon et al.2012).

Na mesma abordagem, Bio-Manguinhos em cooperagdo com o Instituto
Oswaldo Cruz na Fundacdo Oswaldo Cruz desenvolveu uma vacina tetravalente
recombinante contra dengue a partir do clone infeccioso do virus da febre amarela,
linhagem vacinal 17D, baseado na troca dos genes estruturais prM/E de febre
amarela pelos de dengue dos diferentes sorotipos.

O primeiro virus recombinante construido através da manipulacéo genética do
clone infeccioso do virus YFV17D, foi o virus YFV/DENV 2 44/3 (Caufour et al. 2001)
Este virus foi obtido utilizando-se a regido dos genes prM e E de duas cepas de
dengue 2: uma cepa isolada de paciente (44/2) e o virus protétipo New Guinea C
(NGC). O segundo virus obtido e caracterizado foi a quimera YFV/DENV1 Mir95
(Mateu et al. 2007). Nesse mesmo periodo obtivemos o virus recombinante
YFV/DENV4 Ven 88. Durante o curso do projeto uma das constru¢fes mais dificeis
de obter foi o virus YFV/DENV3.

Durante trés anos diversas estratégias foram testadas sem nenhum sucesso.
O clone era instavel em sistema de clonagem bacteriano, mesmo testando-se
diversas cepas de E.coli. Iniciou-se entdo uma colaboracdo com o grupo do Dr.
Ernesto Marques do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes-Fiocruz (CPgAM) para
construgdo do virus quimérico YFV/DENV3 utilizando um sistema de clonagem em

levedura. O grupo construiu, ndo s6 o clone contendo o genoma do virus quimeérico
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YFV/IDENV3 BR95016 (PE), mas também 2 outros utilizando cepas de dengue 1
(YFV/IDENV1 BR42735 PE) e dengue 2 (YFV/DENV2 BR3808 PE). Além disso foi
realizada a construcado de dois novos virus quiméricos YF/DENV3 utilizando duas
cepas de virus dengue 3, H87 e 16562, ambos os virus isolados de casos de
dengue nas Filipinas. Esses resultados abriram uma nova perspectiva para o projeto,
aumentando as possibilidades de formulagbes tetravalentes a serem testadas em
PNH. Os virus utilizados para estas construcoes e a forma de isolamento seguem

descritos abaixo:

DENV1 BR42735 (DENV-1 PE) Foi isolado durante uma epidemia em 1997 em
Recife (Estado de Pernambuco) de um paciente com caso de dengue classica.

Este virus pertence ao gendétipo V. O isolamento foi feito em uma passagem em
cultura de células de mosquito C6/36 e o estoque de trabalho foi preparado em

células Vero, alcancando titulo viral de 6,75 logyo PFU/mL.

DENV2 NGC (mouse adapted) - Dengue 2 New Guinea C (NGC, genotype 1)
genbank AF 038403 isolado em 1944. Virus passado em cérebro de camundongo e

uma passagem em Vero com titulo de 5,56 logio PFU/mL.

DENV2 BR3808 (DENV-2 PE) originado de um caso humano de dengue classica,
durante uma epidemia em 1995 na cidade de Recife (Estado de Pernambuco). Foi
isolado em células de mosquito (C6/36) e passada em células Vero para o preparo
do lote de trabalho. Esse virus pertence ao grupo genotipo Ill DENV-2 Sudoeste
Asiatico mais recentemente introduzido nas Américas (Rico-Hesse et al. 1997). O

lote de trabalho foi estocado com um titulo de 6,8 logio PFU/mL.

DENV3 H87 € um protétipo isolado em 1956 de um paciente com dengue
hemorragica nas Filipinas (Hammon, 1960) e pertence ao genoétipo Sudoeste
Asiatico/ Pacifico Sul. O numero exato de passagens é desconhecido. Na Fiocruz,
este foi propagado por trés passagens seriadas em cérebro de camundongos e dez
passagens sucessivas em células Vero. O lote semente de trabalho destes virus foi

preparado em células Vero (7,1 logio PFU/mL).

DENV3 16562 foi isolado do soro de um caso de dengue hemorragica nas Filipinas.

Pertence ao grupo genotipo Il (Sudoeste Asiatico/ Pacifico Sul Rico-Hesse, 2003).
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Esse virus foi estabelecido depois de trés passagens em BSC-1, quatro em LLC-
MK2 e mais duas em Toxorynchites amboinensis (Halstead e Marchette, 2003). Este
foi também passado em C6/36 cinco vezes. Em Bio-Manguinhos foi passado duas
vezes em células Vero para o preparo do lote semente de trabalho (7,1 logio
PFU/mL).

DENV3 BR95016 (DENV-3 PE) foi isolado em células de mosquito C6/36 de um
caso de dengue classica durante uma epidemia em 2002 em Recife. Esse virus
pertence ao genotipo lll. O lote semente foi estocado com um titulo de 6.9 logio

PFU/mL, apds passagem em células Vero.

DENV4 Ven88 esse virus é oriundo da Venezuela e chegou sob a forma de cDNA,

visto que nesta época o0 DENV-4 ndo circulava no pais.

A tabela 1.2 mostra quais foram as cepas utilizadas para construgdo dos virus
recombinantes que fazem parte da futura vacina.
A troca dos genes estruturais prM/E do virus YFV e pelos respectivos genes
dos virus dengue dos 4 sorotipos, gerou uma colecao de 8 virus quiméricos, dentre
elas temos 2 cepas de DENV1, 2 cepas de DENV2, 3 cepas DENV3 e 1 DENV4.

Tabela 1.2: Colecéo de quiméricos obtidos.

Virus Cepa Gendtipo Sistema de Clonagem Virus Quiméricos
Dengue-1 Miranda 95 \% pACNR1180 E. coli DH5a YFV/IDENV1 MIR95
Dengue-1  BR42735(PE) Vv pBSC 2, ;‘T:r%iggae YFV/DENV1 (PE)
Dengue-2 44/2 e NGC | pACNR1180 E. coli XL1-blue YFV/DENV?2 (44/3)

S. cerevisiae

Dengue-2  BR3808(PE) I pBSC YFV/DENV2 (PE)

RFY206
Dengue-3  BR95016(PE) I pPBSC S'Fiirf;’gséae YFV/DENV3 (PE)
Dengue-3 H87 Vv pBSC 2, ;‘T:r%iggae YFV/DENV3 H87
Dengue-3 16562 I pBSC S'éirf%’gséae YFV/DENV3 16562
Dengue-4 Venezuela 88 Il pACNR1180 E. coli DH5a YFV/DENV4

Os resultados dos testes monovalentes de imunogenicidade e protecdo em
PNH foram favordveis para os virus: YFV/DENV1 (BR42735), YFV/DENV2
(BR3808), YFV/DENV2 (44/3), YFV/DENV3 (H87) e YFV/DENV3 (16562) e
YFV/DENV4 Ven 88. Os virus YFV/DENV1 Mir95 e YFV/DENV3 (BR95016) nédo
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produziram resultados satisfatorios quanto a imunogenicidade e protecdo nos
ensaios em primatas ndo humanos.

Baseados nos testes monovalentes em PNH, selecionamos, entdo, quatro
virus quiméricos (YFV/DENV1 BR42735, YFV/DENV2 BR3808, YFV/DENV3 H87 e
YFV/DENV4 Vem 88) para compor uma formulacao tetravalente, que foi testada em
PNH com bons resultados de imunogenicidade e protecdo. Com este ensaio foi
finalizada a prova do principio da vacina tetravalente recombinante candidata contra
dengue.

Este trabalho discorre sobre a caracterizacdo biologica e genética dos virus
quiméricos selecionados para a formulacdo tetravalente de uma vacina candidata
contra dengue. Essa caracterizacdo € de grande importancia, considerando-se a
necessidade de conhecer esses novos virus oriundos do processo de construcao
das quimeras entre duas espécies distintas, porém pertencentes a0 mesmo genero
viral, buscando avaliar caracteristicas fundamentais para a producdo de uma vacina,
tais como: a viabilidade de producdo desses virus em cultura de células Vero e
possibilidade de escalonamento; estabilidade do genoma viral através de passagens
sucessivas em células Vero; clonagem viral com o objetivo de obter lotes vacinais
mais homogéneos (lotes com caracterizacdo genética e morfologica bem definidos).
Todos esses dados serdo importantes para decidirmos que virus utilizar na producéo

de lotes sementes em Boas Praticas de Fabricagéao.



2- OBJETIVOS

2.1- Geral

Avaliar as caracteristicas genéticas e biologicas de virus quiméricos febre
amarela/dengue, considerando que € um protétipo vacinal tetravalente contra a

dengue.

2.2- Objetivos Especificos

O objetivo geral proposto pode ser desmembrado em objetivos

especificos, a saber:

1. Avaliar a cinética de produgdo dos virus alvo de estudo em células Vero e
possibilidade de escalonamento dessa producéo;

2. Selecionar os clones virais para producéo;

3. Identificar o perfil fenotipico das placas de lise viral provocadas pela infec¢do dos
virus quiméricos e dos clones derivados;

4. Examinar a estabilidade genética dos virus quiméricos e clones virais, através do
sequenciamento de passagens sucessivas em ceélulas Vero;

5. Avaliar a atenuacdo dos virus quimeéricos, e dos clones virais derivados, através
de teste de neuroviruléncia camundongos;

6. Avaliar protecao dos virus quimérico YFV/DENV2 (PE) e clones derivados.



3- METODOLOGIA

3.1- Cultivo e Manutencao de Células Vero

Vero é uma linhagem certificada (CCL — Certified Cell Line) de células
epiteliais de rim de macaco verde africano Cercopithecus aethiops adulto normal. Foi
obtida da Cole¢do Americana de Culturas e Depdsitos (ATCC, 1994) e pertencem a
linhagem CCL-81. Esta linhagem celular é aceita como adequada para a producéo e
padronizacdo de vacinas e ndo produz interferon do tipo I, devido a uma delecao
cromossomal (ATCC, 2012).

Para a manutencéo de células Vero foram utilizados frascos descartaveis de
175 cm? em meio de manutencdo 199 com sais de Earle completo e incubacdo em
estufa a 37°C. As culturas foram submetidas a passagens semanais e uma parte
dessas culturas era destinada ao nosso trabalho. O mesmo procedimento foi
realizado para células Vero cultivadas em meio de cultura livre de soro fetal bovino.
Para isto, foi utilizado meio sem soro VP-SFM da invitrogen, desenvolvido para essa
finalidade. Os procedimentos para confeccdo dos meios e solugdes utilizados nesta
dissertacao estdo no anexo 8.1.

As células foram preparadas para 0s ensaios com 24 e 48 horas de
antecedéncia dependendo do procedimento a ser realizados. As monocamadas
confluentes em frascos de manutencdo de 175 cm? foram lavadas levemente duas
vezes com 5 ml de versenol/tripsina e dissociadas com 0,5 ml dessa solucéo, apos
incubacdo a 37°C por 3 a 5 minutos. As células foram entdo ressuspensas em 5 a
10ml de cultura 199/Earle completo quando utilizado meio com soro ou inibidor de
tripsina para cultura sem soro. O nimero de células foi estimado por contagem da
suspensao celular em camara de Neubauer. A densidade celular, o meio de cultura,
e o tipo de suporte foram definidos pela necessidade de cada experimento. As

culturas foram mantidas em estufa & 37°C com 5% de CO,.
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3.2- Producéo de Estoques Virais

Os estoques virais de trabalho (P2 - passagem 2) foram preparados em
frascos de 175cm2 em culturas de células Vero com densidade de 60.000
células/cm2. As culturas foram infectadas com a passagem 1 (P1), originada do
sobrenadante de transfeccdo, com m.o.i. (multiplicidade de infeccdo) de 0,002 e
permaneceram em estufa a 37°C por 120 a 144h quando o virus era recolhido, o que
coincidia com a observacdo do efeito citopatico (CPE) moderado. O meio
sobrenadante das culturas foi mantido em gelo até que fosse centrifugado a 2.000
rpm por 10 minutos para clarificacéo (retirada dos fragmentos de degradacéao celular
e células em suspensao). Adicionamos 8% final de sorbitol e as suspensdes foram
separadas em aliquotas de 0,5 ml e armazenadas em freezer —70°C, devidamente
identificadas.

3.3-Titulacdo Viral

A quantificacdo do titulo viral foi realizada pela contagem do numero de
placas de lise produzidas em monocamadas de células Vero, sob meio semi-sélido
(199/Earle completo/CMC). Foram utilizadas placas de 24 pocos em testes como
cinética de crescimento viral e placas de 6 pocos em testes mais precisos, como
fendtipo de placa, titulo do inoculo, imunofocus e titulacdo de estoques virais. Estes
suportes foram semeados com células Vero na densidade de 60.000 celulas/cmz,
24h antes do uso. Para a infeccéo foram feitas diluicbes seriadas (10" a 10°) da
suspensao viral e inoculacdo da monocamada com 0,1ml de cada diluicdo com
incubacédo a 37°C a 5% de CO, por 1 hora. Em seguida o inoculo foi aspirado e
adicionado 1ml de meio 199/Earle/CMC para placa de 24 pocos e 3ml placa de 6
pocos para uma incubacao de 7 dias em estufa de 37°C com 5% de CO,. Apds esse
periodo, as monocamadas foram fixadas com formaldeido 10% e coradas com
cristal violeta 0,04%. As placas de lise presentes em cada diluicdo foram contadas e
o numero de unidades formadoras de placa (PFU) por ml de amostra foi calculado.
Esse célculo do titulo viral foi feito da seguinte forma:

Média do numero de placas de lise x diluicdo correspondente x fator de correcéo
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3.4- Ensaio de Fendtipo de Placa de Lise por Imunofocus

O ensaio de imunofocus foi utilizado para analisar o fenotipo de placa de lise
viral. Placas de 6 pocos foram infectadas, para cada virus, com concentracao celular
de 60.000cels/cm2 com 30 PFU por poco e em duplicata. O calculo para infeccéo
baseou-se nos titulos obtidos da producéo dos estoques virais.

A infecc&o ocorreu com o inoculo de 100 pl da suspenséo viral e adsorgéo por
um periodo de 1h a 37°C em estufa com 5% de CO,. Apos este tempo o indculo foi
aspirado e a cultura recoberta com meio de cultura semissolido contendo CMC. As
culturas foram incubadas por sete dias em estufa a 37°C em atmosfera com 5% de
CO,. As células foram fixadas com 3mL de solucdo de formaldeido a 4% por orificio.
Apos 1 hora a temperatura ambiente, as placas foram lavadas em agua corrente até
a retirada total do CMC e do formaldeido. Em seguida, foi adicionado 1mL do
tampéao de bloqueio (2,5% de leite em po; 0,05% de Tween 20; 0,5% de Triton X-100
diluidos em PBS q.s.p.) em cada orificio e as placas foram deixadas a temperatura
ambiente por 15 minutos. O tampdo de bloqueio foi entdo descartado e foi
adicionado 0,5mL da solucdo de anticorpo monoclonal especifico para os quatro
sorotipos de DENV [(Anti-DENV-1 (D2-1F1-3), Anti-DENV-2 (3H5-1-21), Anti-DENV-
3 (D6-8A1-12), Anti-DENV-4 (H241)(1H10-6-7)], provenientes do laboratério de
Tecnologia de Anticorpo Monoclonal (LATAM). Os monoclonais foram previamente
diluidos em tampédo de bloqueio (DENV1-1:50, DENV2-1:100, DENV3-1:200 e
DENV4-1:50). As placas foram incubadas por 30 minutos a 37 e posteriormente
foram realizadas trés lavagens de cada orificio com 1 ml de PBS T (0,05% de Tween
20 diluido em PBS q.s.p.). O volume de 0,5mL de anticorpo secundario 1gG anti-
camundongo conjugado com peroxidase (HRP) previamente diluido em tampéao de
blogueio (diluicdo 1:100) foi adicionado a cada orificio e as placas foram incubadas a
37T por 30 minutos. Novamente, cada orificio foi lavado trés vezes com 1mL de
tampdo PBS T. Apés a lavagem foi preparado a solugdo de substrato (0,05% de
diaminobenzidina; 0,03% de CoCl,.6H,0 diluidos em Tris-NaCl g.s.p., pH 7,4). Este
foi adicionado logo ap0s o seu preparo. As placas permaneceram a temperatura
ambiente até a completa visualizacdo dos focos de infeccdo. Apds lavagem em agua
corrente, as placas foram secas em estufa para a contagem dos focos.

O tamanho de cada placa de lise foi medido no equipamento Biospot que

confere uma constante contagem sobre os plagues. Foram calculados o tamanho
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médio das placas (expressos em 1E-3 mm quadrados) e o desvio padrao para todos

0s virus analisados.

3.5- Cinética de Replicacao Viral em Cultura de Células Vero

Curvas de crescimento viral foram feitas pela infeccdo de monocamadas de
células em frascos de 175cm?. A densidade celular utilizada nas culturas a serem
infectadas foi de 60.000 células/cm? e inoculadas 24hrs ap6s semeadura com moi
de 0,002. Durante sete dias amostras de 200ul foram coletadas a cada 24h apds a
infecgao. As amostras colhidas durante a curva de crescimento foram congeladas a -
70°C e submetidas a titulag&o viral por ensaio de placa em células Vero. Para os
ensaios utilizamos meio de cultura Earle’s 199, suplementado com soro fetal bovino.

Para os experimentos realizados em condigbes livre de soro fetal bovino,
utilizamos meio de cultura VP-SFM (Invitrogen), suplementado com Bicarbonato de
sédio (NaHCO3) e GLUTAMAX gque € um dipeptideo (L-alanil-L-glutamina).

As curvas de replicacao viral em garrafas Cell Factory a densidade celular
utilizada foi de 40.000 células/cm? e inoculadas 48hrs apés semeadura com moi de
0,002.

3.6- Determinacéo da Estabilidade Genética dos Virus Quiméricos

A determinacdo da estabilidade genética foi analisada através de passagens
sucessivas em culturas de células Vero. Os virus quiméricos do estoque de trabalho
(P2) foram utilizados para infectar culturas de células Vero com densidade celular de
60.000 células/cm? e moi=0,002. Os virus obtidos no sobrenadante das culturas,
ap0s sete dias, foram utilizados para infectar novas culturas com a mesma
densidade celular e 0,1 ml de suspensado viral (moi entre 0,1 a 4,8). Esse
procedimento foi repetido por até 20 passagens sucessivas. Os virus obtidos na

passagem P2 e P20 tiveram seus genomas sequenciados completamente.

3.7- Sequenciamento Nucleotidico

O sequenciamento nucleotidico foi realizado a partir da extracdo do material

genético viral com kit de extracdo de RNA Viral Qiagen, segundo o fabricante. Os
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procedimentos foram realizados pelo LATER (Laboratério de Tecnologia
Recombinante) da VDTEC - BioManguinhos até a entrega dos resultados. O
sequenciamento é realizado no equipamento 3500xL Genetic Analyzer utilizando o
kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing seguindo a recomendacgdo do

fabricante.

3.8- Testes em Animais

3.8.1- Teste de Neuroviruléncia

Camundongos Suicos Webster (Mus musculus) fémeas, foram fornecidos
pelo Centro de Criacdo de Animais de Laboratorio (CECAL) da FIOCRUZ, com trés
semanas de idade e recém-nascidos (neonatos). Todos estes testes estdo incluidos
no protocolo CEUA (L-021/09) da FIOCRUZ.

Nos testes com camundongos, com trés semanas de idade, 16 animais foram
utilizados sendo divididos em quatro grupos com quatro animais, foram inoculados
pela via intracerebral (i.c.) com 103 PFU/30pl em cada animal ou néo diluido (10°)
dependendo do experimento. JA com os camundongos neonatos 10 animais foram
utilizados sendo divididos em dois grupos com cinco animais, foram inoculados pela
via intracerebral (i.c.) com 103 PFU/20ul em cada animal. Apos o desafio os animais

foram observados por 21dias quanto a presenca de sintomas ou morte.

3.8.2- Teste de Protecao

Grupos de 16 camundongos C57/BI6 foram divididos em oito animais por
caixa e imunizados com 100 pl de in6culo via coxim-plantar (50ul em cada pata do
animal) com seis grupos: G1 — Controle negativo (meio VP-SFM); G2 — YFV/DENV2
(P2); G3 — DENV2WT(PE); G4 - YFV/DENV2A; G5 - YFV/DENV2B; G6 —
YFV/DENV2C.

ApoOs 45 dias todos os grupos foram desafiados com o virus D2 NGC
neuroadaptado e observados durante 21 dias quanto a paralisia ou morte (Figura
4.27).
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3.9- Purificacao dos Clones Virais

Culturas de células Vero em placas de 6 pocos com 100.00 células/cm?
foram infectadas com 20 PFU para cada quimera (estoque de trabalho P2) e
cobertas com meio solido (agarose + meio de cultura). Apés 7 dias de incubacéo a
370C, as placas de lise virais foram evidenciadas com o corante vermelho de fenal,
seu conteudo aspirado (pincado) com o auxilio de pipeta e colocado em garrafa (T-
25cm?) contendo culturas de células Vero (60.000 células/cm?). O aparecimento de
efeito citopatico (CPE), entre o 5° e 7° dia, indicava a presenca de replicac&o viral
nas culturas de células, quando, entéo, os sobrenadantes das culturas contendo os
virus replicados, foram recolhidos e estocados a -70°C.

Para todos os virus quimeéricos, foram feitas trés etapas de purificacao viral
(figura 3.1) e em cada uma delas foram extraidos trés clones virais, resultando na
producédo de trés clones na primeira etapa, nove clones na segunda e 27 clones na
terceira etapa, sendo 16 viaveis. Selecionamos oito clones para a analise genética e

apos os resultados selecionamos trés para os estudos desta dissertacao.

o)
o)
Sequenciamento
nucleotidico

Destes 27 clones, foram

12 ETAPA 2a ETAPA 32 ETAPA selecionados 8 clones
guanto a homogeneidade do
tamanho das placas. Os

plaques foram medidos com
auxilio de paquimetro e
calculados os desvios

| Selecdo de 3 clones | Selecdo de 9 clones | Selecdo de 27 clones |

Figura 3.1: Esquema do ensaio de purificacdo dos clones virais (plague pick).



3.10- Calculos e Graficos

Para a analise estatistica dos experimentos foi utilizado o software
EXCEL que estd disponivel no Windows. Foram utilizadas as férmulas ja
existentes no programa como “CORREL”, para avaliar a correlacdo existente
nas curvas de replicagdo; “LOG” para a transformacdo das unidades
formadoras de plague (PFU) em numeros mais elucidativos; “DESVPAD.P”
para calcular o desvio padrédo de uma populacédo total determinada como
argumento. No Excel também foram feitos os graficos da curva de replicacao
viral, fenétipo de placa e do teste de neuroviruléncia.

O programa Biospot fez as analises do tamanho de plaque de lise dos
virus. Entretanto, o software traz como resultado os valores em LOG da area
da circunferéncia em milimetros quadrados. O primeiro experimento do
tamanho de plaque foi realizado anteriormente a aquisicdo do aparelho, e a
unidade do diametro descrita em milimetro. Entdo, para que as medidas
tivessem valores comparativos foi realizado um calculo para achar o diametro

dos plaques em milimetro. A férmula criada no EXCEL para este fim foi:
(:RAIZ((X/3,14)))*2)*10)), onde x € o valor do anti-log. Entretanto, uma outra

férmula agora devera ser empregada para calcular o desvio padrdo. Embora o
EXCEL possua a formula para a realizacdo do desvio, tivemos que adicionar

outra férmula para se adequar aos dados que o programa Biospot dispde. A
férmula foi: (=RAIZ((1/N-1)*(Z(x"2*f)-( Z(x*f)"Z)/n))), onde x & a amostra; f é a

frequéncia que esta amostra se repete; N € o valor total da frequéncia.
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Para a realizacdo dos testes estatisticos do fenotipo de placa de lise foi

utilizado o software SPSS para demonstrar a significancia da diferenca do tamanho

entre a quimera P2 e 0 seu respectivo virus parental e também dos clones CP2 e

CP10. As amostra ndo sao paramétricas e por isso foi utilizado o teste de Mann-

Whitney. Para os valores abaixo de 0,05 considera-se que a diferenca € significativa,

nao aceitando a hip6tese nula (valores do tamanho de placa de lise sdo iguais).



4- RESULTADOS

4.1- Caracterizagao Bioldgica dos Virus Quiméricos.

4.1.1- Produgéo de Estoques Virais

Nosso grupo obteve uma colecéo de oito virus YFV/DENV (quadro 3.1), os
quais foram regenerados a partir de duas cepas de DENV1, duas cepas de
DENV2, trés de DENV3 e uma de DENV4. Todos esses virus foram testados em
formulagBes monovalentes quanto a sua imunogenicidade em primatas néo
humanos. Ao final desse experimento, foram selecionados 0s virus quiméricos
participantes da formulacéo tetravalente, a qual foi testada a seguir no mesmo

modelo.

A formulacdo tetravalente contou com os virus: YFV/DENV1 (PE),
YFV/DENV2 (PE), YFV/DENV3 (H87), YFV/DENV4 (Ven88). Todos o0s virus
induziram algum grau de resposta imune com producdo de anticorpos
neutralizantes e protecdo através da observacdo da inibicdo da viremia nos

animais vacinados (dados néo publicados).

Seguimos, entdo com caracterizagdo mais detalhada dos virus participantes
da formulagéo tetravalente. Para garantir reprodutibilidade e continuidade dos
nossos estudos, fizemos estoques semente (P1l) e de trabalho (P2) dos virus
estudados usando garrafas estacionarias de 175cm?, como descrito
anteriormente. Apos a obtencdo dos estoques de trabalho realizamos a titulagao
viral dos estoques P1 e P2 dos virus recombinantes e dos virus parentais. A
tabela 4.1 descreve os titulos destes estoques.
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Tabela 4.1: Titulo dos estoques virais produzidos em células Vero.

) TITULO DO ESTOQUE VIRAL | TITULO DO ESTOQUE VIRAL
VIRUS (logyoPFU/mI) (logyoPFU/mI)

P1 P2
YFV17DD - 6,7
YFV/DENV-1 (PE) 5,75 5,6
YFV/DENV-2 (PE) 6,41 6,6
YFV/DENV-3 (PE) 5,30 5,6
YFV/DENV-3 (H87) 6,90 6,7
YFV/DENV-4 (Ven88) 5,30 5,6
DENV1 (PE) 7,16 7,16
DENV?2 (PE) 6,7 6,7
DENV3 (PE) 7,74 7,74

4.1.2- Cinética de Replicacédo dos Virus Recombinant es

A capacidade replicativa dos virus que se pretende utilizar como vacina viral
atenuada, deve ser eficaz em célula certificada para a producgéo, sob o risco de
inviabilizar a abordagem de desenvolvimento.

Com o objetivo de avaliar a capacidade replicativa dos virus quiméricos
foram realizadas cinéticas de replicacdo desses virus em células Vero. Para tal
finalidade, culturas de células Vero foram infectadas e, por dez dias, aliquotas de
200ul recolhidas para posterior titulacao.

Os resultados apresentados nas figuras de 4.1 a 4.4 mostram que 0s Vvirus
quiméricos apresentaram perfil replicativo semelhante ao virus dengue parental
correspondente. O virus YFV17DD foi utilizado em todos os testes como controle e
alcancou pico de crescimento com titulo de 7,4 logiopfu/ml no 4° dia pés-infecgéo e
se manteve até o final do tempo analisado. Nos virus quiméricos, YFV/DENL1 (PE),
YFV/DEN2 (PE), YFV/DEN3 (H87), YFV/DEN4 (Ven88), os titulos encontrados no
4° dia foram de 4,9; 3,5; 6,2 e 4,7 logiopfu/ml respectivamente (Figuras 4.1 a 4.4).

Os virus quiméricos e os virus de dengue selvagens tém taxa de replicacao
um pouco mais lenta quando comparado com o virus YF17DD, alcancando titulos
iguais ou superiores a 7 logiopfu/ml somente apds o 9° dia pos-infeccéo (Figura 4.1,
4.2,4.3 e 4.4).
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Figura 4.1: Cinética de replicacdo virus quiméricos. Culturas de células Vero foram infectadas com
os virus: YFV17DD, DENV1 WT (PE), YFV/DENV1(PE). Aliquotas (0,2 ml) foram recolhidas em
intervalos sucessivos de 24 h e as amostras congeladas para posterior titulagéo viral por ensaio de

placa em células Vero.

YFV/DENV2 (PE)

—e—YFV17DD

log10 PFU/mI

—m— DENV2 (PE)

—&— YFV/DENV2
(PE)

5 6 7 8 9 10
DIAS

Figura 4.2: Cinética de replicacdo virus quiméricos. Culturas de células Vero foram infectadas com os
virus: YFV17DD, DENV2 WT (PE), YFV/DENV2(PE). Aliquotas (0,2 ml) foram recolhidas em
intervalos sucessivos de 24 h e as amostras congeladas para posterior titulacédo viral por ensaio de

placa em células Vero.
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Figura 4.3: Cinética de replicacdo virus quiméricos. Culturas de células Vero foram infectadas com
os virus: YFV17DD, DENV3 WT (H87), YFV/DENV3(H87). Aliquotas (0,2 ml) foram recolhidas em
intervalos sucessivos de 24 h e as amostras congeladas para posterior titulagdo viral por ensaio de

placa em células Vero.
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Figura 4.4: Cinética de replicacdo virus quiméricos. Culturas de células Vero foram infectadas com
os virus: YFV17DD e YFV/DENV4(Ven88). Aliquotas (0,2 ml) foram recolhidas em intervalos
sucessivos de 24 h e as amostras congeladas para posterior titulagdo viral por ensaio de placa em

células Vero.
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4.1.3- Cinética de Replicagdo dos Virus Quiméricos  Escala de Producao

A avaliacdo do escalonamento para a producdo de uma vacina € de suma
importancia para a determinagédo dos processos produtivos larga escala. O substrato
proposto foi o sistema de producdo em larga escala Cell Factory (NUNC). E um
sistema linear no formato de multi-camadas que permite escalabilidade de cultura
celular. Utilizamos Cellfactory de 2, 4 e 10 camadas com area de 632cmz2 por
camada para realizar os experimentos de cinética de replicacao viral.

Dentro da proposta de estalecimento das condigGes de producao, utilizamos
meio de cultura sem soro fetal bovino VP-SFM (Invitrogen) suplementado com
Glutamax. A replicacdo dos virus em células Vero foi acompanhada durante sete
dias, com a remocéo de aliquotas de 200ul diariamente para posterior titulacao.

Para Cellfactory de duas camadas (Figura 4.5) os resultados mostram titulos
virais altos, principalmente entre os virus YFV/DENV1 (PE) e YFV/DENV3 (H87) que
alcancaram pico de producao viral proximos a 8 logiopfu/ml, no 4° dia e 5 dia,
respectivamente.

Os virus YFV/DENV2 (PE) e YFV/DENV4 apresentaram perfil replicativo
menor, quando comparados aos virus YFV/DENV1 (PE) e YFV/DENV3 H87, tendo
como pico maximo, no 5° dia, préximo a 7,0 e 6,5 logiopfu/ml para YFV/DENV2 (PE)
e YFV/DENV4, respectivamente (Figura 4.5).

CellFactory 2 camadas

10

9

8

7
£ 6
S . ——YFV/DENV1 (PE)
S 4 ——YFV/DENV?2 (PE)
§ 3 - : YFV/DENV3 H87

2 /1 —<=YFV/DENVA4

1

0 w/

1 2 3 4 5 6 7
DIAS

Figura 4.5: Curvas de replicacdo em Cell Factory dos virus quimericos em meio sem soro. Culturas
de células Vero foram infectadas com os virus YFV/DENV1 (PE), YFV/IDENV 2 (PE), YFV/DENV3
H87 e YFV/DENVA4. Aliquotas (0,2 ml) foram recolhidas em intervalos sucessivos de 24 h e as
amostras congeladas para posterior titulagcéo viral. Foi calculado o desvio padrdo com base em trés
experimentos com 0s mesmos procedimentos.
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Seguimos com o0 esquema de escalonamento e utilizamos Cell Factories de
quatro e dez camadas. Baseado em resultados do ensaio anterior, demonstrando
gue os pontos do quarto e quinto dia como sendo o de maior titulo viral, neste ensaio
foram colhidas amostras apenas neste periodo da infeccdo. Para a Cell Factory de
guatro camadas (Tabela 4.2), obtivemos um perfil replicativo levemente superior ao
obtido na Cell Factory de duas camadas. O virus YFV/DENV1 (PE) alcancou pico
viral no quarto dia com 7,75 logiopfu/ml; YFV/DENV2 (PE), YFV/DENV3 H87 e
YFV/DENV4 alcangcaram o maximo de producdo viral entre o quinto e no sexto dia
com titulos na faixa de 7,6; 8,0 e 6,6 log;opfu/ml, respectivamente (Tabela 4.2).

Com as Cell Factories de dez camadas (tabela 4.3), os titulos dos virus
quiméricos mostraram-se pouco abaixo dos titulos obtidos em garrafas de duas e
quatro camadas. O virus YFV/DENV1 (PE) ficou 1,0 logiopfu/ml menor, enquanto os
virus YFV/IDENV2 (PE), YFV/DENV3 H87 e YFV/DENV4 mantiveram pouco menos
de 1,0 log abaixo da faixa encontrada anteriormente e em todos 0s experimentos 0

moi de 0,002 foi mantido.

Tabela 4.2: Titulos dos virus quiméricos em Cellfactory de 4 camadas*.

Virus 4° dia** 5° dia** 6° dia**
YFV/DENV1 (PE) 7,756 7,161 6,562
YFV/DENV2 (PE) _ 7,491 7,591
YFV/DENV3 H87 _ 7,964 8,021

YFV/DENV4 6,574 6,875

*Foram aliquotados pontos especificos (4°, 5° e 6° dia pds infec¢do) das garrafas
Cellfactory de quatro camadas dos virus quimericos em meio sem soro. Culturas de
células Vero foram infectadas com os virus YFV/DENV1 (PE), YFV/DENV2 (PE),
YFV/DENV3 H87 e YFV/DENVA4. Aliquotas (0,2 ml) foram recolhidas diariamente e as
amostras congeladas para titulagdo viral por ensaio de placa em células Vero.
**Resultado representa média de trés ensaios.

Tabela 4.3: Titulos dos virus quiméricos em Cellfactory de 10 camadas*.

Virus 40 dia** 50 dia**
YFV/DENV1 (PE) 6,35 4,70
YFV/DENV2 (PE) 6,70 7,20
YFV/DENV3 H87 _ 7,10

YFV/DENV4 6,10

* Foram aliquotados pontos especificos (4° e 5° dia pds- infeccdo) das garrafas
Cellfactory de dez camadas dos virus quimericos em meio sem soro. Culturas
de células Vero foram infectadas com os virus YFV/DENV1 (PE), YFV/DENV2
(PE), YFV/DENV3 H87 e YFV/DENV4. Aliquotas (0,2 ml) foram recolhidas
diariamente e as amostras congeladas para titulacao viral por ensaio de placa
em células Vero.

**Resultado representa média de dois ensaios.



38

4.1.4- Fendtipo de Placa de Lise Viral

Os virus quiméricos foram caracterizados pelo tamanho de placa de lise
produzida por infeccdo de células Vero em cultura cobertas com meio de cultura
semi-solido (CMC), apés infeccdo com 20 PFU/placa. As placas de lise foram
reveladas pela técnica de imunofocus (M&M 3.4). As quimeras foram comparadas
com seus respectivos virus parentais YFV e DENV. Os virus YFV/DENV1 e
YFV/DENV2 apresentam um fenoétipo de placa grande em células Vero (~2,03 e
~1,75mm, respectivamente), enquanto que o virus YFV/DENV4, DENV2 (PE),
DENV3 (H87) e DENV4 com plagueamento médio (~1,0; ~1,28; ~0,98 e ~0,91mm,
respectivamente). Os virus recombinantes YFV/DEN3 (H87) e DENV1 (PE)
produziram tamanhos pequenos de placas de lise (~0,75 e ~0,72mm,
respectivamente). Todos os resultados apontam para um valor significativo (<0,05)
para a diferenca dos tamanhos de placa de lise entre 0s virus quiméricos e 0s

respectivos virus parentais (Tabela 4.4).

Fenotipo de placa dos virus quiméricos P2

®YFV/DENV1 (PE)

DENV1 (PE)

2,5 T YFV/DENV2 (PE)

T
2,03 L7 [ 1,78

T 158 M YFV/DENV3 H87
J ’ 0,98 1,00 - 0,91 DENV3 10C H87

YFV/DENV4

DENV?2 (PE)

Didmetro mm
=
(5]
l

DENV4

Virus YEV17DD

Figura 4.6: Fenotipo de placa de lise. Os virus foram inoculados em placas de 6 pogos com 20
PFU/poco e revelados por imunofocus. Para aferir os tamanhos dos plaques foi utilizado o
equipamento Biospot.n=20.

Tabela 4.4: Significancia estatistica entre o tamanho de placa de lise dos virus quiméricos

e parentais.
Relacéo entre os Virus Teste Mann-Whitney
YFVIDENV1 (PE) P2 X DENV1 (PE) 0,000
YFVIDENV2 (PE) P2 X DENV2 (PE) 0,000
YFV/DENV3 H87 P2 X DENV3 IOC H87 0,000
YFV/IDENV4 X DENV4 0,001
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4 .2- Estabilidade Genética de virus nao clonado

A estabilidade do genoma viral ao longo de sucessivas passagens em células
Vero foi avaliada.

Os virus quimericos YFV/DENV1 (PE), YFV/IDENV2 (PE), YFV/DENV3 (H87),
YFV/DENV4 (Ven88), foram submetidos a 20 passagens sucessivas em culturas de
células Vero a partir da passagem 2 (P2- estoque de trabalho), mantendo constante
o volume do inéculo (0,1 ml). Os sobrenadantes das passagens foram estocados em
freezer -70°C. O RNA foi extraido, seguido pelo RT-PCR e sequenciamento
nucleotidico. O DNA complementar ao RNA gendmico dos virus presentes no
sobrenadante da ultima passagem (P20) e do nosso estoque de trabalho (P2) foram
sequenciados completamente. Nao foi possivel sequenciar o virus YFV/DENV1 (PE)
na passagem P20 devido ao ndao anelamento dos primers nas regides de PrM e E.
As sequéncias nucleotidicas obtidas foram analisadas para a identificacdo de
eventuais mutacoes.

No virus YFV/DENV2 (PE) foram encontradas 80 muta¢des nucleotidicas, nas
quais predominam mutacdes silenciosas, nas regides de prM e envelope. Entretanto,
entre as 80 mutacgdes, 16 geraram mudanca de aminoacido como mostrado no
quadro 4.1. Entre essas mutagles, sete levam a mudanca de aminoacido sem
alterar o carater de fisico-quimico! e nove causaram a troca de aminoacido alterando
o carater fisico-quimico do mesmo (grifadas na tabela 4.5 em amarelo) (Tabela 4.5).

No virus YFV/DENV3 (H87) encontramos cinco mutagfes silenciosas, uma
alteracdo que ndo altera o carater do aminoécido (leucina — valina) e uma mutacdo
gue modifica o carater polar com carga negativa (acido aspartico) para polar sem
carga (asparagina). Encontramos duas mutacfes, entre a passagem 2 e a
passagem 20 no virus YFV/DENV4, ambas na regido prM. A alteracdo de Lisina
para acido glutdmico modifica a classificacdo do aminoacido, ou seja, de um
aminodacido polar de carga positiva (basico) para um polar de carga negativa (acido).

A segunda alteracdo ndo modificou o carater do aminoacido (Tabela 4.6).

1 Segundo o carater fisico-quimico os aminoacidos podem ser divididos em: hidrofébicos, polares,
apolares, de cadeia lateral pequena, acidos e basicos.
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Tabela 4.5: Estabilidade genética do virus quimérico YFV/DENV2 (PE): comparacdo das sequencias

nucleotidicas e de aminoacido, entre as passagens P2 e P20*.

YFV/DENV?2 (PE)

GENE POSSI'EGSO Alteracéo Nucleotidica Alteracdo Aminoéacido
prM 484 P2 C>T P20 -
prM 488 P2 T=>C P20 -
prM 490 P2 A>G P20 -
prM 499 P2 T=>C P20 -
prM 502 P2 T=>C P20 -
prM 523 P2 T=>C P20 -
prM 524 P2 G>A P20 G prM-14 S
prM 529 P2 G>A P20 -
prM 574 P2 C>G P20 -
prM 583 P2 C>T P20 -
prM 598 P2 A>G P20 | prvzs M
prM 643 P2 C>T P20 -
prM 646 P2 C>T P20 -
prM 655 P2 A>G P20 -
prM 718 P2 A>G P20 -
prM 781 P2 T>A P20 -
prM 796 P2 A>G P20 -
prM 840 P2 T->C P20 V prM-120 A
prM 841 P2 T=>C P20 -
prM 856 P2 C>T P20 -
prM 881 P2 G>A P20 -
prM 934 P2 G>A P20 -
prM 938 P2 T>C P20 -
prM 985 P2 C>T P20 -
prM 1012 P2 C>T P20 -
prM 1066 P2 T=>C P20 -
prM 1090 P2 T=>C P20 -

E 1165 P2 A>G P20 -

E 1180 P2 T=>C P20 -

E 1198 P2 T=>C P20 -

E 1213 P2 G>A P20 -

E 1222 P2 T=>C P20 -

E 1250 P2 A>G P20 | g90V

E 1270 P2 A>G P20 -

E 1350 P2 G>A P20 Sei1nN
E 1370 P2 T>A P20 L g130Q
E 1371 P2 G>A P20 -

E 1381 P2 T=>C P20 -

E 1382 P2 C>T P20 -

E 1396 P2 C>T P20 -

E 1417 P2 A>G P20 -

E 1426 P2 C>T P20 -

E 1429 P2 T>A P20 -

E 1432 P2 A>C P20 -

E 1435 P2 T>A P20 -

E 1457 P2 G>A P20 E e150K
E 1501 P2 A>G P20 -

E 1502 P2 C>T P20 -

E 1571 P2 C>T P20 -

E 1579 P2 G>A P20 -

E 1586 P2 G>A P20 -




41

GENE P%slgggo Alteracéo Nucleotidica Alteracdo Aminoéacido

E 1588 P2 G>T P20 E £202Q

E 1633 P2 A>G P20 -

E 1642 P2 A>G P20 -

E 1711 P2 C>T P20 -

E 1729 P2 C>T P20 -

E 1738 P2 A>G P20 -

E 1744 P2 T=>C P20 -

E 1762 P2 C>T P20 -

E 1765 P2 G>A P20 -

E 1768 P2 G>A P20 -

E 1817 P2 A>M P20 T e279 PIT

E 2053 P2 G>A P20 -

E 2131 P2 G>T P20 -

E 2138 P2 C>T P20 -

E 2170 P2 C>T P20 -

E 2189 P2 G>A P20 AgasT

E 2242 P2 T=>C P20 -

E 2326 P2 C>T P20 -

E 2428 P2 A>G P20 -

E 2439 P2 C>T P20 -

E 2451 P2 C>T P20 A a9V

E 2459 P2 C>G P20

E 2460 P2 A>G P20 Q E403G

E 2461 P2 G>C P20

E 2464 P2 T=>C P20 -
NS2B 4476 P2 A>G P20 D ns2b-04 G
NS2B 4497 P2 T>K P20 L ns2p-101 RIL

NS5 8513 P2 YT P20 H/Y nss288 Y
NS5 9380 P2 T>G P20 L nss.577 V

* As letras grifadas indicam mutac¢des ndo conservativas.

Tabela 4.6: Estabilidade genética dos virus quiméricos YFV/DENV3 H87 e YFV/DENV4: comparacdo
das sequencias nucleotidicas e de aminoéacido, entre as passagens P2 e P20*.

YFV/DENV3 H87

GENE chégso Alteragdo Nucleotidica Alteragdo Aminoécido
E 2147 P2 T>C P20 -
E 2481 P2 A>T P20 -
NS2B 4587 P2 G>A P20 D nsob131 N
NS5 7913 P2 C->T P20 -
NS5 8075 P2 C>T P20 -
NS5 9329 P2 G>A P20 -
NS5 9492 P2 T>G P20 L nss.616 V
YFV/DENV4
GENE PoSsI|E(;an Alteracdo Nucleotidica Alteracdo Aminoéacido
Prm 756 P2 A>G P20 K prv-s0 E
PrM 782 P2 A>C P20 E pmeg9 D

* As letras grifadas indicam mutagdes ndo conservativas.
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4.3- Purificacdo Viral e Caracterizacao Bioldgica dos Virus Clonados.

4.3.1- Selecéo dos Clones

Com a finalidade de estabelecermos sementes virais geneticamente mais
homogéneas e estaveis, iniciamos a selecéo clonal dos virus quiméricos através da
técnica de “plaque pick”, ou pincamento de um clone viral a partir de uma placa de
lise originada de uma unica particula viral. Este procedimento teve como ponto de
partida as observacdes do sequenciamento da estabilidade genética (P2 x P20) da
quimera YFV/DENVZ2, que demonstrou um alto numero de mutac¢des. Outro ponto
importante foi a observacao de diferentes fenétipos de placa de lise nas quimeras de
YFV/DENV1 e 2, os quais séo visualizados através do desvio-padrdo que é maior
em comparacao com YFV/DENV3 e 4.

ApOs a selecéo dos clones através de trés rodadas da técnica de plaque pick,
descrita em Material e Métodos, dos 27 clones, quatro clones de cada um dos virus
quiméricos foram utilizados para o sequenciamento dos genes prM e E. Os
resultados obtidos foram comparados com o banco de dados do sequenciamento do
lote de trabalho (P2) na mesma regiao.

Os quatro clones originados do virus YFV/DENV2 (PE) foram geneticamente
idénticos na regido estudada (4/4). Séao eles os clones: YFV/DENV2 (PE) /L-32211,
YFV/DENV2(PE)/L-32212; YFV/DENV2(PE)/L-32222 YFV/DENV2(PE)/M-3232.

Para os virus YFV/DENV1 (PE) e YFV/DENV3 (H87) foi necesséario
sequenciar clones adicionais para a obtencdo de pelo menos trés clones virais
idénticos a passagem 2 de cada virus. Dos sete clones analisados para YFV/DENV1
(PE), trés clones foram idénticos geneticamente a passagem P2 (3/7), embora na
posicdo 1590 de trés clones tenha ocorrido uma alteracdo conservativa
(lisina—~>arginina). Uma vez que estes aminoacidos tem tamanhos diferentes, esta
alteracdo poderia influenciar na configuragéo proteica. Em um dos clones (M-3234)
houve uma mutagéao silenciosa (posi¢ao 2308; Tabela 4.7).
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Tabela 4.7: Sequenciamento das regides prM/E dos clones virais de YFV/DENV1(PE).

YFV/DENV1 (PE)

Virus Clone GENE POSSIIEQSO Nﬁ(l;tlee ?c(i;(?iga Alteracdo aminoéacido
YFV/DENV1(PE) E 1590 - z
L-3223 E 2308 - -
YFV/DENV1(PE) E 1590 P2 A>G CLONE Ke204R
S-3211 E 2308 - -
YFV/DENV1(PE) E 1590 P2 A>G CLONE Keo04 R
S-3213 E 2308 - -
YFV/DENV1(PE) E 1590 P2 A>G CLONE Ke204 R
S-3214 E 2308 - -
YFV/DENV1(PE) E 1590 - -
M-3234 E 2308 P2 A>G CLONE -
YFV/DENV1(PE) E 1590 - -
M-3211 E 2308 - -
YFV/DENV1(PE) E 1590 - =
L-3224 E 2308 - -

A quimera YFV/DENV4 originou trés de quatro clones (3/4) sem alteracao
nucleotidica. A alteracdo do clone YFV/DENV4 M-32334 gerou mudanca de

aminoacido metionina para valina, ambos sao apolares (hidrofébicos) (Tabela 4.8).

Tabela 4.8: Sequenciamento das regides prM/E dos clones virais de YFV/DENVA4,

YFV/DENV4

Virus Clone GENE POSSIIEQSO Nﬁ‘(l:tlee roat(i;(jliga Alteracdo aminoéacido
YFV/DENV4 prM 559 - -

M-32113 E 1946 - -
YFV/DENV4 prM 559 = =

M-32211 E 1946 - -
YFV/DENV4 prM 559 = -

M-32233 E 1946 - -
YFV/DENV4 prM 559 P2 T>C CLONE -

M-32334 E 1946 P2 A>G CLONE MEsnV

Foram sequenciados oito clones originados da passagem 2 do virus
YFV/DENV3 H87, entretanto, nenhum foi idéntico ao virus original. Todos os clones
mostraram alteracdo na posi¢cdo 2363 que corresponde a mudanca de aminoacido
em P2 (T g.461 S) de treonina para serina, aminoacidos com o mesmo carater (polar);
e uma mutacdo silenciosa na posicdo 2029. As mutacdes encontradas no virus
YFV/DENV3 H87 estéo descritas na tabela 4.9.
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Tabela 4.9: Sequenciamento das regides prM/E dos clones virais de YFV/DENV3 H87.

YFV/DENV3 H87

Virus Clone GENE POSSI'EGSO Nﬁlctleerci?gi?:a Alteracdo aminoacido

E 1520 P2 C>T CLONE -

e o E 2029 P2 T>C CLONE i
E 2363 P2 A>T CLONE Te461S

YFV/DENV3 H87 E 2029 P2 T->C CLONE -
S-32211 E 2363 P2 A>T CLONE T £.461S

YFV/DENV3 H87 E 2029 P2 T->C CLONE -
S-32212 E 2363 P2 A>T CLONE T e461S

YFV/DENV3 H87 E 2029 P2 T->C CLONE -
S-32213 E 2363 P2 A>T CLONE T e461S

YFV/DENV3 H87 E 2029 P2 T->C CLONE -
S-32214 E 2363 P2 A>T CLONE T e461S

YFV/DENV3 H87 E 2029 P2 T->C CLONE -
S-32311 E 2363 P2 A>T CLONE T e461S

YFV/DENV3 H87 E 2029 P2 T->C CLONE -
S-32312 E 2363 P2 A>T CLONE T e461S

YFV/DENV3 H87 E 2029 P2 T->C CLONE -
S-32333 E 2363 P2 A>T CLONE T eu6:S

ApoOs a analise da primeira etapa de sequenciamento, 0s clones virais tiveram

0 genoma sequenciado completamente para avaliar se eram estaveis geneticamente

ao longo das etapas de propagacdo em monocamada de célula Vero. Os resultados

abaixo foram comparados com o genoma viral da quimera do lote P2 que originou

cada clone e indicam algumas mudancas nucleotidicas entre a passagem P2 e CP2,
com excecao dos clones YFV/DENV4A e YFV/DENV4B originados de YFV/DENV4

que permaneceram estaveis. As mutacdes existentes foram silenciosas ou

conservativas. Essas mutacoes estdo detalhadas na figura 4.7 e na tabela 4.10.

YFV/DENV1A

YFV/DENV1B

YFV/DENV1C
YFV/DENV2A

YFV/DENV2B

YFV/DENV2C
YFV/DENV3A

YFV/DENV3B

YFV/DENV3C

YFV/DENV4A

YFV/DENV4B

YFV/DENV4C

| ns1 | 2a [2b]

Ns3  |aal| ab |

NS5 |

Poliproteina

| C |prlvi E
|

0

1

2 3

R
4 5 6 7

8

O 4—

10 kb

Figura 4.7: Representacdo dos pontos de mutacdo dos clones ao longo do genoma viral.
Observamos uma maior concentracdo de mutacBes nas regides ndo estruturais da poliproteina,
principalmente na regido NS5.



Tabela 4.10. Pontos de mutagcédo no genoma dos virus nas passagens CP2.
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Virus GENE POSSIIEQSO Nﬁgliga;?;ga Alteracdo aminoéacido
YEV/DENVL1  NS2A 3997 P2 T>C CP2 -
L#3223 NS5 9380 P2 T>G CP2 L nsss77V
YFV/DENV1  NS3 5350 P2 C>T CP2 -
M#3211 NS5 9380 P2 T>G CP2 L nsss577 V
YF|Y#{:?2Ez|1V1 NS5 9380 P2 T>G CP2 L nsssrr V
NS5 7948 P2 C>T CP2 -
YFV/DENV?2
NS5 9380 P2 T>G CP2 L nss-577 V
/ NS3 6037 P2 T>C CP2 -
YFL\;?)E;ETI’Z NS5 8513 P2 C/T>T CP2 HIT wss.2e8 Y
NS5 9380 P2 T>G CP2 L nsss77 V
NS3 6037 P2 C>T CP2 -
Y'i\;’gg';’z\'zv 2 Nss 8513 P2 C/T>T CP2 HIT ss.208Y
NS5 9380 P2 T>G CP2 L nsss77 V
E 1520 P2 C>T CP2 -
E 2029 P2 T>C CP2 ;
E 2363 P2 AST CP2 T 461 S
NS5 7795 P2C-> T CP2 -
Y';\;/SE;%'Y 3 Nss 7957 P2C-> T CP2 -
NS5 8569 P2 C>T CP2 -
NS5 9211 P2 G>A CP2 -
NS5 9374 P2 T>G CP2 L nss-577 V
UTR 10630 P2 C>T CP2 -
E 2029 P2 T>C CP2 ]
E 2363 P2 AST CP2 Teae S
NS4A 6772 P2 C>T CP2 -
YFV/IDENV3 NS5 7795 P2 C>T CP2 -
S#32312 NS5 7957 P2 C>T CP2 -
NS5 9211 P2 G>A CP2 -
NS5 9374 P2 T=>G CP2 L nss-s77 V
UTR 10630 P2 C>T CP2 -
E 2029 P2 T>C CP2 -
E 2363 P2 AST CP2 Teae S
NS3 6129 P2 C>T CP2 T nszs171
YEV/DENV3 NS5 7795 P2 C>T CP2 -
S#32213 NS5 7957 P2 C>T CP2 ;
NS5 9211 P2 G>ACP2 -
NS5 9374 P2 TG CP2 L nsss77 V
UTR 10630 P2 C>T CP2 -
YFV/DENV4 )
M#32231 - ) ] )
YFV/DENV4 i _
L#32233 i i )
YFV/DENV4
439113 UTR 10331 P2 T>C CP2 S utr-14 P

Assim para seguirmos com o0s estudos e mantermos a reprodutibilidade dos
testes, fizemos um estoque de trabalho com estes clones selecionados que esta

descrito no item 4.3.2.
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4.3.2- Produgéao de Estoques Virais Clonados

A partir dos resultados do sequenciamento nucleotidico foi possivel fazer uma
selecdo dos clones que inicialmente mostraram ser mais estaveis geneticamente
entre a P2 e a CP2. Fizemos um estoque de trabalho para prosseguir, entdo, com a
caracterizacao fenotipica (tamanho de placa de lise) e molecular (sequenciamento
do genoma completo) e com os estudos de imunogenicidade e neuroviruléncia em
modelo murino.

A partir da selecdo clonal foi produzido um novo estoque de trabalho. O
resultado da titulacdo dos estoques virais esta descrito na tabela 4.11. Para todos os
clones selecionados foi realizada mais uma passagem em célula Vero para
aumentar o volume das amostras. Esses clones foram produzidos em células Vero
adaptadas ao crescimento em meio de cultura livre de soro fetal bovino (VP-SFM
com glutamax). Para facilitar, alteramos a nomenclatura dos clones, de acordo com

a tabela abaixo.

Tabela 4.11: Virus selecionados a partir do sequenciamento nucleotidico e o titulo dos estoques
virais.

TITULO DO ESTOQUE

CLONES CODIGO VIRAL (log 1,PFU/mI)
YFVIDENV1 PE L-3223 YFVIDENVI A 5.10
YEV/DENV1 PE M-3211 YEV/DENV1 B 7.62
YEV/IDENV1 PE L-3224 YEV/DENVI C 7.76
VFVIDENVZ PE M-3232 YFVIDENVZ A 5.46
YEV/DENV2 PE L-32211 YEV/DENV2 B 5,54
YEV/IDENV2 PE L-32222 YEV/IDENV2 C 711
VFVIDENV3H87 S-32121 YFV/DENV3A 7.24
YEV/DENV3H87 S-32312 YEV/DENV3 B 7,10
YEV/IDENV3H87 S-32213 YEV/IDENV3 C 7,51

YFV/IDENVA M-32231 YFVIDENVA A .53
YEV/IDENV4 M-32233 YEV/IDENV4 B 4,80
YEV/IDENV4 M-32113 YEV/IDENV4 C 6,11

4.3.3- Cinética de Replicacao dos Virus Clonados

Seguindo na avaliacao replicativa dos virus recombinantes, foram feitas trés
curvas de replicacdo para cada sorotipo visando dar consisténcia aos Nnossos
resultados. Para os clones virais de YFV/DENV1 obtivemos titulo madximo no quarto
dia chegando a 7,0 logiopfu/ml para os clones YFV/DENV1A e YFV/DENV1C e 8,5
logiopfu/ml para YFV/DENV1C (Figura 4.8).
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Clones quimeras YFV/DENV1
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Figura 4.8: Curvas de crescimento dos virus recombinantes em meio sem soro. Culturas de células
Vero foram infectadas com os virus: YFV/DENV1A, YFV/DENV1B e YFV/DENV1A C. Aliquotas (0,2
ml) foram recolhidas em intervalos de 24 h e as amostras congeladas para titulacéo viral por ensaio
de placa em células Vero. Foi calculado o desvio padrdo com base em trés experimentos com 0s
mesmos procedimentos. *O indice de correlacao esta indicado como correl.

Para os clones de YFV/DENV2 o titulo méximo ocorreu no quinto dia, com
valores de 7,0; 6,8; 7,5 logiopfu/ml para os clone YFV/DENV2A, YFV/DENV2C e
YFV/DENV2B, respectivamente (Figura 4.9).

Clones quimeras YFV/DENV2
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Ee
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S . ——YFV/DENV2A
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2 i /
Y
0 , 5 ; *Correl:0,96 D2A
1 4 5 7 *Correl:0,96 D2B
DIAS *Correl:0,95 D2C

Figura 4.9: Curvas de crescimento dos virus recombinantes em meio sem soro. Culturas de células
Vero foram infectadas com os virus: YFV/DENV2A, YFV/DENV1B e YFV/DENV1C. Aliquotas (0,2 ml)
foram recolhidas em intervalos sucessivos de 24 h e as amostras congeladas para titulagcdo viral por
ensaio de placa em células Vero. Foi calculado o desvio padrao com base em trés experimentos com
os mesmos procedimentos. *O indice de correlagéo esta indicado como correl.



48

Os clones de YFV/DENVS3 (Figura 4.10) alcangaram titulo méximo no quinto

dia com 7,5 log;opfu/ml para todos clones.

Clones quimeras YFV/DENV3
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Figura 4.10: Curvas de crescimento dos virus recombinantes em meio sem soro. Culturas de células
Vero foram infectadas com os virus: YFV/DENV3A, YFV/DENV3B e YFV/DENV3C. Aliquotas (0,2 ml)
foram recolhidas em intervalos sucessivos de 24 h e as amostras congeladas para titulagcao viral por
ensaio de placa em células Vero. Foi calculado o desvio padrao com base em trés experimentos com
0s mesmos procedimentos. *O indice de correlagédo esta indicado como correl.

Os clones de YFV/DENV4 alcancaram o titulo maximo no quinto dia com 6,5
logiopfu/ml (Figura 4.11).

Clones quimeras YFV/DENV4
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Figura 4.11: Curvas de crescimento dos virus recombinantes em meio sem soro. Culturas de células
Vero foram infectadas com os virus: YFV/IDENV4A , YFV/DENV4B e YFV/DENVA4C. Aliquotas (0,2 ml)
foram recolhidas em intervalos sucessivos de 24 h e as amostras congeladas para titulagcao viral por
ensaio de placa em células Vero. Foi calculado o desvio padrao com base em trés experimentos com
0s mesmos procedimentos. *O indice de correlagédo esta indicado como correl.
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Foi analisado o fator de correlagdo entre as amostras das trés curvas. Um
resultado aceitavel de correlacédo € acima de 0,8 e todas as curvas, com excecéo da
curva do clone de YFV/DENV1C com 0,71 de correlacéo, ficaram acima deste valor

pré-estabelecido.

4 .3.4- Estabilidade Genética dos virus clonados

Os clones virais foram submetidos a nove passagens seriadas em culturas de
células Vero com o objetivo de verificarmos a estabilidade do genoma viral de cada
clone. O genoma dos virus do sobrenadante da ultima passagem (CP10) e do nosso
estoque de trabalho (CP2) foi sequenciado completamente. As sequéncias foram
obtidas, analisadas e comparadas com os virus quiméricos néo clonados (P2).

Os resultados obtidos no sequenciamento nucleotidico mostraram que a
estabilidade genética é alta, pois poucas alteracdes ocorreram entre as passagens
CP2 e a CP10. Na tabela 4.12, encontram-se as altera¢cdes nucleotidicas e de
aminoacido dos clones virais de CP2 a CP10, comparando com o estoque de
trabalho P2.

As mutacgdes encontradas nos clones de YFV/DENV1 entre CP2 e CP10
foram silenciosas ou conservativas (YFV/DENV1A - A1590G [K e204 R]; YFV/IDENV1C
- A1500G [K E204 R], A1787G [l g-260 V]). Por problemas técnicos, o virus YFV/DENV1B
ainda néo foi sequenciado na CP10. Os clones de YFV/DENV2 apresentaram
mudanca nucleotidica com alteracdo de aminoacido e todas com modificacdo de
carga (YFV/DENV2A C773T [H pnvgs Y]; YFV/IDENV2B Ci78,C/T [T g-260 T/1], T1800C [L
£-276 S], Aza79G [K ns1-339 E]; YFVIDENV2C C773C/T [H prm-96 Y/H], TogsCIT [l g5 1/T]).

Para os clones YFV/DENV3B e YFV/DENV3C nédo houve mutacdo entre as
passagens CP2 e CP10. Ja o clone YFV/DENV3A apresentou uma mutacao
silenciosa (YFV/DENV3A C49sT) e uma heterogeneidade com alteracdo no
aminoacido GgssG/T [V pmas1 VIL]. Os clones de YFV/DENV4 apresentaram
mutacdes silenciosas e ndo conservativas (YFV/DENV4A AgzsG [K prm-s51 E], T1679C [Y
e-232 H]; YFV/IDENVAC Ag3sG [K prv-51 E], Tess7C [I nsaa-133 T])-
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Tabela 4.12: Estabilidade genética dos clones*.

YFV/DENV1 (PE)

- Alteracao ~ L,
Virus GENE P%SE'(SO Nucleotidica Alteragdo Aminoacido
P2 CP2 CP10 P2 CP2 CP10
prM 574 T T C - - -
YFVIDENVIA E 1500 A A G K Kess R
YFV/DENV1B Sem resultado
E 1590 A A G K e204 R
E 1787 A A G | E-269 V
YPVIDERVAC ™ 'NsaA 67390 T T Cc - - :
NS5 9400 A A G - - -
Posicéa Alteracao Alteracdo Aminoacido
Virus GENE %SE%‘O Nucleotidica ¢
P2 CpP2 CP10 P2 CpP2 CP10
YFV/DENV2A prM 773 C C T H Hprm-96 Y
E 1782 C C CIT T e-269 T/
E 1809 T T C/T L L 276 S
YFVIDENVZB  \s1 3479 A A GIA K Knpnsisss E
NS2A 3913 C C C/T - -
prM 773 C C CIT H prm-96 Y
YFVIDENV2C E 996 T T T | es Tas
Posicéa Alteracao Alteracdo Aminoacido
Virus GENE %SE%‘O Nucleotidica ¢
P2 CpP2 CP10 P2 CpP2 CP10
prM 848 G G GIT V V prM-151 V/L
YRVIDENV3A — \S2B 4208  C c cT - i i
YFV/DENV3B - - - - - - .
YFV/DENV3C - - - - - - -
- Alteracao ~ L
Virus GENE P%SE'(SO Nucleotidica Alteragéo Aminoacido
P2 CP2 CP10 P2 CP2 CP10
prM 638 A A G K K prm-51 E
E 1679 T T C Y Y Eo32 H
YPVIDENVAA ™ N1 2977 ¢ ¢ T _ :
NS5 9124 A A G B -
YEV/DENV4B Sem resultado
prM 638 A A G K prm-51 E
YFV/DENV4C E 2137 C C T - .
NS4A 6837 T T C | NS4a- 133 T

*Os grupos P2 séo virus quimericos estoque de trabalho; o grupo CP2 s&o os clones na passagem
P2; e o grupo CP10 séo os clones apos as dez passagens seriadas em célula Vero, nos quais estédo
indicados os pontos de mutacdes das passagens P2, CP2 e CP10
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Os resultados de todos os clones e a sua disposi¢cdo ao longo do genoma
encontram-se na figura 4.12. Por problemas técnicos, os genomas dos virus
YFV/DENV1B e YFV/DENV4B na CP10 ainda néo foram sequenciados.

YFV/DENV1A

YFV/DENV1B
YFV/DENV1C v . .
YFV/DENV2A .

YFV/DENV2B oo .

YFV/DENV2C L
YFV/DENV3A . .
YFV/DENV3B
YFV/DENV3C
YFV/DENV4A . . . .
YFV/DENV4B
YFV/DENV4C . .

C [prM E NS1 | 2a [2b NS3 4a|| 4b NS5
Poliproteina | | | | | | | X | | |
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 kb

Figura 4.12: Representacdo dos pontos de mutacdo dos clones. Observamos uma maior
concentracdo de mutacdes nas regides estruturais da poliproteina, principalmente nas regides prM e
E. As linhas vermelhas representam os clones que nao tiveram o seu material genético sequenciado.

4.3.5- Fenotipo de Placa de Lise Viral

A caracterizagdo do tamanho de placa foi realizada pelo plagueamento em
células Vero e revelacdo dos plaques pela técnica de imunofocus. Foram analisados
0s virus quiméricos P2 e P10 (virus proveniente da estabilidade genética anterior a
etapa de selecdo clonal), os virus dos clones CP2 e CP10, a fim de avaliarmos
mudancas fenotipicas apds a clonagem e estabilidade genética. O tamanho médio
de cada plaque foi aferido no aparelho Biospot. Este equipamento € capaz de medir

a area total dos plaques e as imagens produzidas pelo Biospot encontram-se no
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anexo 7.4. Apés a avaliagdo dos dados do equipamento, foi realizado um calculo
para determinar o diametro médio dos plaques (M&M 3.10).

Os resultados do fendtipo de placa demonstram morfologia de placa grande
para os clones de YFV/DENV1l e YFV/DENV2 (~1,2-2,0mm e ~1,6-2,0mm,
respectivamente) Todos os clones de YFV/DENV1 e YFV/DENV2, apos 10
passagens seriadas em célula Vero, apresentaram uma diminuicdo no tamanho de
plague, enquanto que para os virus da P10 anterior manteve o perfil de tamanho de

placa de lise similar ao virus P2 (Figuras 4.13, 4.14).

Fenotipo de placa clones de YFV/DENV1 (PE)
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Figura 4.13: Determinacdo do tamanho médio dos plaques. As barras sdo os desvios-padrdo
calculados e os nimeros os valores médios do didmetro. Foram utilizados os virus que passaram
pela selecdo clonal (YFV/DEN1A, YFV/DEN1B e YFV/DEN1C todos P2), os virus da estabilidade
genética dos clones (YFV/DEN1A, YFV/DEN1B e YFV/DEN1C todos P10), o virus da estabilidade
genética do virus que ndo passou pela etapa de selecdo clonal (YFV/DEN1C P10 anterior) e 0 virus
YFVIDENV1 (P2).

Fenétipo de placa clones de YFV/DENV2 (PE)

2,5 2,02 168 75
£ 2 :|: - 1,59 1,57 T
£ 1,15 1,19
o 1,5 +— 0,95 T |
. J B
& I
8 05 +— L

0
N0 ? ¥ c® NO Aok @
@nP O W G N $¢ RN 1!
e NN @\"‘aA &% @\"(‘“ (&u"@ \‘\ o>
N
N3

Figura 4.14: Determinacdo do tamanho médio dos plaques. As barras sdo os desvios-padrdo
calculados e os nimeros os valores médios do didmetro. Foram utilizados os virus que passaram
pela selecao clonal (YFV/IDENV2A, YFV/DENV2B e YFV/DENV2C todos P2), os virus da estabilidade
genética dos clones (YFV/DENV2A, YFV/DENV2B e YFV/DENV2C todos P10), o virus da
estabilidade genética do virus que ndo passou pela etapa de selecdo clonal (YFV/DENV2 P10
anterior) e o virus YFV/DENV2 (P2).
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Os clones de YFV/DENV3 apresentaram um perfil intermediario (~1,0mm)
(Figura 4.15). Os clones de YFV/DENV3 ap6s 10 passagens apresentaram

morfologia aumentada, exceto o clone YFV/DENV3A.

Fendtipo de placa clones de YFV/DENV3 H87
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Figura 4.15: Determinacdo do tamanho médio dos plaques. As barras sdo os desvios-padrdo
calculados e os numeros os valores médios do didmetro. Foram utilizados os virus que passaram
pela selecao clonal (YFV/DENV3A, YFV/DENV3B e YFV/DENV3C todos P2), os virus da estabilidade
genética dos clones (YFV/DENV3A, YFV/DENV3B e YFV/DENV3C todos P10), o virus da
estabilidade genética do virus que nao passou pela etapa de selegdo clonal (YFV/DENV3 P10
anterior) e o virus YFV/DENV3 H87 (P2).

Os clones de YFV/DENV4 permaneceram com a mesma morfologia apos as
passagens, exceto o virus YFV/DENV4C. Os clones de YFV/DENV4 apresentaram
um perfil de tamanho de placa de lise menor, quando comparado com 0S outros

clones virais (~0,7-1,0mm) (Figura 4.16)

Fendtipo de placa clones de YFV/DENV4
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Figura 4.16: Determinacdo do tamanho médio dos plaques. As barras sdo os desvios-padrdo
calculados e os numeros os valores médios do didmetro. Foram utilizados os virus que passaram
pela etapa de selecdo clonal (YFV/DENV4A, YFV/DENV4B e YFV/DENV4 C todos P2), os virus da
estabilidade genética dos clones (YFV/DENV4A, YFV/DENV4B e YFV/DENVA4C todos P10), o virus
da estabilidade genética do virus que ndo passou pela etapa de sele¢céo clonal (YFV/DENV4 P10
anterior) e o virus YFV/DENV4 (P2).
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Os resultados entre os clones CP2 e CP10 mostram um valor significativo
(<0,05) entre a diferenca dos tamanhos de placa de lise para todos os clones, exceto
para os clones (YFV/IDENV4A P2 e YFV/DENV4A P10) e (YFV/DENV4B P2 e
YFV/DENV4B P10) (Tabela 4.13).

Tabela 4.13: SignificAncia estatistica entre os tamanhos de placa de lise dos virus
qguiméricos CP2 e CP10.

Relacdo entre os Virus Teste Mann -Whitney

YFV/DENV1A (PE) P2 X  YFV/DENV1A (PE) P10 0,039
YFVIDENV1B (PE) P2 X  YFV/DENV1B (PE) P10 0,000
YFV/DENV1C (PE) P2 x  YFVI/IDENVI1C (PE) P10 0,000
YFV/DENV2A (PE) P2 X  YFV/DENV2A (PE) P10 0,000
YFV/DENV2B (PE) P2 x  YFV/DENV2B (PE) P10 0,000
YFV/DENV2C (PE) P2 x  YFVIDENV2C (PE) P10 0,000
YFV/DENV3A H87 P2 X  YFV/DENV3A H87 P10 0,000
YFV/DENV3B H87 P2 x  YFV/DENV3B H87 P10 0,000
YFV/IDENV3C H87 P2 X  YFV/DENV3C H87 P10 0,032

YFV/DENV4A P2 X YFV/DENV4A P10 0,538*

YFV/DENV4B P2 X YFV/DENV4B P10 0,234*

YFV/DENVAC P2 X YFV/DENVAC P10 0,000

*Pontos onde o nivel de significancia foi maior que 0,05, aceitando-se a hipotese nula
significa que ndo existe diferenca entre os tamanhos de placa de lise.

4.3.6- Neuroviruléncia em Camundongos

O teste de neurovirulencia em camundongos € exigido para lotes sementes
de virus 17D utilizados para a producdo de vacina e estd bem descrito nos
protocolos da OMS. Como 0s virus quiméricos contém 80% do genoma do virus
17D, torna-se necesséria a analise destes virus recombinantes.

Para analisar a neuroviruléncia dos virus quimeéricos foram realizados dois
experimentos com camundongos Swiss Webster. No primeiro foram usados
camundongos com trés semanas e no segundo neonatos, que foram inoculados por
via intracerebral com 103pfu/30ul e 103pfu/20ul de indculo, respectivamente. Nestes
experimentos os animais foram observados durante 21 dias e anotados os sinais de

paralisia ou morte.
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4.3.6.1- Neuroviruléncia em Camundongos com Trés se  manas

Os camundongos foram inoculados com o0s virus quiméricos e seus
respectivos clones. O YFV17DD e meio de cultivo celular (VP-SFM) foram utilizados
como controles positivo e negativo, respectivamente.

Entre os clones virais, o virus YFV/DENV3A causou a partir do 11° dia paralisia
seguida de morte em dois animais. Para os demais clones virais e 0 controle
negativo (meio de cultura) houve 100% de sobrevivéncia sem sinais de paralisia. O
grupo controle positivo inoculado com YFV17DD apresentou mortalidade a partir do
7° dia o percentual de sobrevivéncia diminuiu até atingir 100% de mortalidade no 11°
dia. (Figuras 4.17, 4.18, 4.19 e 4.20).

Os valores dos titulos dos clones virais YFV/DENV1 (PE), YFV/IDENV2 (PE),
YFV/DENV3 H87 e YFV/DENV4 no experimento em camundongos com trés
semanas de idade estdo mostrados na tabela 4.14.

YFV/DENV1

120

100

80
=
S —4—YFV/DENV1A
[
f";’ 60 —8—YFV/DENV1B
[J]
5 YFV/DENV1C
@ 20 —34é=YFV17DD

= MOCK
20
0

123 45 6 7 8 910111213 14151617 18 19 20 21 22
DIAS

Figura 4.17: Teste de neurovirulencia para o virus YFV/DENV1 e seus derivados. O volume de
inoculo foi de 30 pl pela via intracerebral, contendo ~103pfu. A figura mostra a sobrevivéncia apés a
inoculacdo durante 21 dias.
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Figura 4.18: Teste de neurovirulencia para o virus YFV/DENV2 e seus derivados. O volume de

inoculo foi de 30 pl pela via intracerebral, contendo ~1O3pfu. A figura mostra a sobrevivéncia apés a
inoculacdo durante 21 dias.
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Figura 4.19 Teste de neurovirulencia para o virus YFV/DENV3 e seus derivados. O volume de

inoculo foi de 30 pl pela via intracerebral, contendo ~103pfu. A figura mostra a sobrevivéncia apés a
inoculacdo durante 21 dias.
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Figura 4.20: Teste de neurovirulencia para o virus YFV/DENV4 e seus derivados. O volume de
inéculo foi de 30 pl pela via intracerebral, contendo ~10°pfu. A figura mostra a sobrevivéncia apés a
inoculacdo durante 21 dias.

Tabela 4.14 Titulos virais ap6s a inoculacdo dos camundongos*

Back up in6culo Virus pfu/dose/30ul LOG pfu/dose/30ul
YFV/DENV1A 5,85E+03 3,77
YFV/DENV1B | 1,46E+02 2,16
YFV/DENV1C 5,85E+02 2,77
YFV/DENV2A 2,12E+03 3,33
YFV/DENV2B 1,07E+03 3,03
YFV/IDENV2C 1,68E+03 3,23
YFV/DENV3A 6,75E+02 2,83
YFV/DENV3B 1,35E+01 1,13
YFV/DENV3C 8,70E+02 2,94
YFV/DENV4A 1,61E+03 3,21
YFV/DENV4B 1,10E+03 3,04
YFV/DENV4C 1,23E+03 3,09

MOCK 0,00E+00 0,00
YFV17DD 2,27E+02 2,36

* Os quadrados representam os grupos que n&o tiveram o valor desejavel de inoculo,

Com o objetivo de avaliar a neuroviruléncia com valores maximos possiveis,
pelo titulo atual dos estoques virais, inoculamos pela via intracerebral, o virus sem
diluicdo (10°). Os resultados demonstram que apesar do aumento significativo da
guantidade viral por indculo, nenhum grupo apresentou uma taxa de sobrevivéncia

abaixo de 100% (Figuras 4.21, 4.22, 4.23 e 4.24). Todos 0s animais inoculados com
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os virus YFV/DENV recombinantes e seus clones assim como os virus de dengue
selvagens e o controle negativo sobreviveram. Ja os animais que receberam o virus
17DD atingiram 100% de mortalidade no intervalo do 7° ao 14° dia apods a
inoculagao.

Devido a necessidade de analisar também os virus quiméricos P2 de cada
clone e também o0s virus parentais, 0 experimento precisou ser reconfigurado. Em
carater emergencial solicitamos animais sobressalentes do CECAL para a realizacéo
do teste. Assim tivemos que dividir o experimento em dois grupos (DENV1 e
DENV2) e (DENV3 e DENV4). Cada grupo possui um controle positivo 17DD, pois
foram realizados em dias diferentes. Por isso a diferenca entre os dois experimentos
em relacdo ao virus 17DD. Os titulos dos clones virais YFV/DENV1 (PE),
YFV/DENV2 (PE), YFV/DENV3 H87, YFV/DENV4 e seus respectivos controles estéo
na tabela 4.15.
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Figura 4.21: Teste de neurovirulencia para o virus YFV/DENV1 e seus derivados. Foram inoculados
10 animais para cada clone viral. O volume de indculo foi de 30 pl intracerebral. A figura mostra o
grau, em porcentagem, de sobrevivéncia apés a inoculagao sendo estes avaliados durante 21 dias.
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Figura 4.22: Teste de neurovirulencia para o virus YFV/DENV2 e seus derivados. O volume de

in6culo foi de 30 pl intracerebral. A figura mostra o grau, em porcentagem, de sobrevivéncia apds a
inoculacdo sendo estes avaliados durante 21 dias.
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Figura 4.23: Teste de neurovirulencia para o virus YFV/DENV3 e seus derivados. Foram inoculados
10 animais para cada clone viral. O volume de indculo foi de 30 pl intracerebral. A figura mostra o
grau, em porcentagem, de sobrevivéncia apés a inoculagao sendo estes avaliados durante 21 dias.
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Figura 4.24: Teste de neurovirulencia para o virus YFV/DENV4 e seus derivados. Foram inoculados
10 animais para cada clone viral. O volume de in6culo foi de 30 ul intracerebral. A figura mostra o
grau, em porcentagem, de sobrevivéncia apés a inoculagao sendo estes avaliados durante 21 dias.

Tabela 4.15: Titulos virais apos a inoculagdo dos camundongos.

Virus pfu/dose/30ul LOG pfu/dose/30ul
YFV/DENV1A 1,80E+03 3,25
YFV/DENV1B 3,60E+05 5,55
YFV/DENV1C 2,10E+05 5,32

YFV/DENV (P2) 8,70E+03 3,94
DENV1 (PE) 1,50E+05 4,17
YFV17DD 2,10E+05 5,32
YFV/DENV2A 4 50E+03 3,65
YFV/DENV2B 3,00E+03 3,47
YFV/DENV2C 8,40E+03 3,92
YFVIDENV2 (P2) 1,80E+04 3,25
DENV2 (PE) 3,90E+04 4,59
YFV17DD 2,10E+05 5,32
YFV/DENV3A 3,60E+05 5,55
YFV/DENV3B 4,05E+05 5,60
YFV/DENV3C 7,35E+05 5,86
YFVIDENV3 (P2) 2,24E+04 4,35
DENV3 H87 8,70E+04 3,94
YFV17DD 1,02E+05 5,00
YFV/DENV4A 5,25E+02 2,72
YFV/DENV4B 1,05E+03 3,02
YFV/DENV4C 2,55E+05 5,40
YFVIDENV4 (P2) 5,40E+03 3,73
DENV4 8,40E+05 5,92
YFV17DD 1,02E+05 5,00
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4.3.6.2- Neuroviruléncia em Camundongos Neonatos

Os camundongos neonatos apresentaram uma diferenca significativa nos
resultados, quando comparados com o0s camundongos de trés semanas.
Observamos que todos os virus foram neurovirulentos em neonatos, com excecao
de YFV/DENVAC e YFV/DENV4A. Os controles permaneceram com 0 mesmo
padrdo, com mortalidade total j& no décimo primeiro dia apés a inoculacdo com o
virus YFV17DD e o controle negativo com 100% de sobrevivéncia (Figuras 4.25,
4.26, 4,27 e 4.28).

Analisando os resultados por virus, entre os clones de YFV/DENV1, somente
os camundongos inoculados com o virus YFV/DENV1B apresentaram sobrevivéncia
de 20%, enquanto os demais apresentaram mortalidade de 100%.

Os animais inoculados com os clones de YFV/DENV2 apresentaram
sobrevivéncia de 10% apo6s a inoculagdo com virus YFV/DENV2A, 70% para
YFV/DENV2B e 30% para YFV/DENV2C.

Dentre os clones YFV/DENV3 H87 somente 30% dos camundongos
inoculados com YFV/DENV3A sobreviveram e todos os animais morreram apos a
inoculag&o com os virus YFV/DENV3B e YFV/DENV3C.

Os melhores resultados entre todos os clones foram obtidos com clone
YFV/DENV4: 90% dos animais inoculados com o clone YFV/DENV4A sobreviveram,
30% apos a inoculacdo com YFV/DENV4B e com o clone YFV/DENVAC houve
100% de sobrevivéncia.
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Figura 4.25: Neuroviruléncia dos clones de YFV/DENV1. Foram inoculados 10 animais para cada
clone viral. O volume de in6culo foi de 20 pl intracerebral. A figura mostra o grau, em porcentagem de
sobrevivéncia ap0s a inoculacao sendo estes avaliados durante 21 dias.
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Figura 4.26: Neuroviruléncia dos clones de YFV/DENV2. Foram inoculados 10 animais para cada
clone viral. O volume de indculo foi de 20 pl intracerebral. A figura mostra o grau, em porcentagem,
de sobrevivéncia apés a inoculacdo sendo estes avaliados durante 21 dias.
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Figura 4.27: Neuroviruléncia dos clones de YFV/DENV3. Foram inoculados 10 animais para cada
clone viral. O volume de in6culo foi de 20 ul intracerebral. A figura mostra o grau, em porcentagem,
de sobrevivéncia apés a inoculacdo sendo estes avaliados durante 21 dias.
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Figura 4.28: Neuroviruléncia dos clones de YFV/DENV4. Foram inoculados 10 animais para cada
clone viral. O volume de indculo foi de 20 pl intracerebral. A figura mostra o grau, em porcentagem,
de sobrevivéncia apo6s a inoculacédo sendo estes avaliados durante 21 dias.

Os valores dos titulos dos clones virais YFV/DENV1 (PE), YFV/DENV2 (PE),
YFV/DENV3 H87 e YFV/DENV4 usados para a inoculacdo de camundongos

neonatos estao representados na tabela 4.16.

Tabela 4.16: Titulagdo viral pés-incoculacéao*.

Back up in6culo Virus

pfu/dose/20 pl

LOG pfu/dose/20 ul

YFV/IDENV1 D1A
YFV/DENV1 D1B
YFV/IDENV1 D1C
YFV/IDENV2 D2A
YFVIDENV2 D2B
YFVIDENV2 D2C
YFV/DENV3 D3A
YFV/DENV3 D3B
YFV/DENV3 D3C
YFV/DENV4 D4A
YFVIDENV4 D4B
YFV/IDENV4 D4C
MOCK
YFV17DD

3,83E+03 3,58
1,10E+02 2,04
3,93E+02 2,59
1,45E+03 3,16
7,40E+02 2,87
1,13E+03 3,05
5,83E+02 2,77
5,60E+02 2,75
5,97E+02 2,78
1,08E+03 3,03
7,20E+02 2,86
8,20E+02 2,91
0,00E+00 0,00
| 1,89E+02 2,28 |

*Ap0s a inoculagao dos camundongos, as amostras foram tituladas para a confirmagdo da quantidade
de input viral que cada grupo recebeu. Os quadrados representam os grupos que néo tiveram o valor
desejavel de inéculo, pois estes foram calculados para 103 PFU/dose.
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4.3.7- Imunogenicidade de virus quimérico YFV/DENV2 e seus derivados

em camundongos.

Este estudo teve o objetivo de avaliar se o virus YFV/DENV2 e seus
derivados estimulam uma resposta imune protetora em camundongos C57/BI6.
Neste teste, fizemos uma unica administracdo de 100ul no coxim-plantar (50ul em
cada pata do animal) tendo como grupos controle G1-Mock-meio VP-SFM; G2-
YFVIDENV2 (P2) e G3-DENV2 PE (virus selvagem fonte do cDNA de prM-E
utilizado na construcdo da quimera) em comparacdo com 0S grupos dos clones
virais, G4-YFV/DENV2A; G5- YFV/DENV2B e G6- YFV/DENV2C, com 16 animais
por grupo. Apés 45 dias todos os grupos foram desafiados com o virus D2 NGC

neuroadaptado e observados durante 21 dias (Figura 4.29).

0 1 45

G1 — Mock (VP-SFM)
G2 —~YFV/DENV2

G3 - DENV2 (PE)
G4 —YFV/DENV2A

Recebimento D G5 —-YFV/DENV2B
dos animais ose G6 —YFV/DENV2C "
Imunizagao Desafio
(10* pfu) DEN2 NGC

Figura 4.29 . Esquematizacdo do teste de protecdo para os clones de YFV/DENV2. Os animais foram
divididos em seis grupos de 16 animais com trés controles (G1-Mock-meio VP-SFM; G2-YFV/DENV2
e G3-D2WTPE) e trés amostras de virus clonados (G4- YFV/DENV2A; G5- YFV/DENV2B e G6-
YFV/DENYV 2C). Estes foram imunizados com 10°PFU/mI e desafiados com DEN2 NGC

Os resultados mostram que todos os camundongos receberam gquantidades

similares de inoculo viral na imunizacéao (tabela 4.17).

Tabela 4.17: Titulos virais utilizados nas imunizag6es e no desafio.

Virus Back do inéculo PFU/100ul LOG PFU/100pl
G1-Mock meio de cultura 0,00E+00 0,00
G2-YFV/DENV2 PE 2,90E+04 4,46
G3-D2 WT PE 1,70E+04 4,23
G4- YFV/DENV2A 7,00E+04 4,85
G5- YFV/DENV2B 3,50E+04 4,54
G6-D YFV/DENV2C 4,60E+04 4,66

Virus Desafio Back do in6culo PFU/30ul LOG PFU/30ul

DEN2 NGC 1,10E+04 4,04
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ApoOs o desafio, observamos que o grupo G1 (controle negativo) mostrou
mortalidade a partir do 7° dia a qual chegou a 62,5% no décimo terceiro dia apos o
desafio. O grupo controle positivo (DENV2 WT) apresentou 0% de mortalidade
mostrando a imunogenicidade do virus selvagem nesta linhagem de camundongos.
J& no G2, cujos animais foram inoculados com o virus YFV/DENV2 (P2) houve
15,4% de mortalidade (Figura 4.30).

Os grupos imunizados com os clones virais YFV/DENV2A (G4) e
YFV/DENV2B (G5) tiveram mortalidade acima do virus parental (G2) com 18,7% e
25%, respectivamente. Ja o clone YFV/DENV2C (G6) mostrou o melhor resultado

protegendo 94% dos animais imunizados com este virus (Figura 4.30).
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Figura 4.30: Teste de imunogenicidade do virus YFV/DENV2 PE e seus derivativos. Foram
inoculados 16 animais para cada grupo viral. O volume de in6culo para imunizacdo foi de 100 ul
coxin-plantar, sendo 50 pl em cada pata. ApOds 45 dias foram desafiados com D2 NGC com
10°PFU/ml em 30 pl, via intracerebral. A figura mostra o percentual de sobrevivéncia 21 dias apds o
desafio.



5- DISCUSSAO

Uma vacina contra dengue segura e eficaz deve proteger contra os quatro
sorotipos existentes. Até 0 momento, ndo existe nenhuma vacina contra dengue
licenciada e diversos grupos de pesquisa utilizam variadas abordagens na tentativa
de desenvolver uma vacina tetravalente (Monath, 1999). Nosso grupo vem
trabalhando no desenvolvimento de uma vacina contra dengue usando O virus
vacinal 17D como vetor de expresséo para antigenos heterologos (Galler et al, 1997,
Bonaldo, 2000; Caufour et al, 2001; Galler et al 2005; Mateu et al 2007).

5.1- O desenvolvimento de virus quiméricos.

Este trabalho consiste no estudo dos virus quiméricos YFV/DENV1 a 4
construidos através da troca dos genes das proteinas estruturais prM e E do virus
vacinal YFV17D pelos mesmos genes de cada um dos 4 sorotipos de DENV. Para
isso, 0 genoma do virus da febre amarela foi clonado como cDNA e é nesta forma
gue é realizada a troca dos genes prM e E de YFV pelos de DENV. Este cDNA
quimérico, € transcrito in vitro e o RNA resultante transfectado em células Vero em
cultura. O RNA viral, no interior de célula permissiva inicia o ciclo viral e virus
infeccioso serd liberado no meio de cultura, tendo o envelope de virus DEN e a
maquinaria replicativa do virus da YFV17D.

Os virus regenerados, entdo, foram coletados originando o sobrenadante de
transfeccdo (P0), que é amplificado gerando o lote semente (P1) o qual é
amplificado uma vez para produzir o lote de trabalho (P2). Esta dissertacéo
apresenta o estudo da cinética de crescimento em cultura celular, fenétipo de placa
de lise, estabilidade genética, teste de neuroviruléncia e de protecdo em
camundongos, analise do sequenciamento completo dos clones virais e o cultivo em
meédia escala em meio sem soro dos virus P2 YFV/DENVL1 (PE), YFV/IDENV2 (PE),
YFV/DENV3H87 e YFV/DENVA.



67

5.2- Propagacéo de virus YFV/DENV quiméricos.

Para producdo de uma vacina, é necessario que o0 virus se replique
eficientemente em cultura de célula certificada para producdo de vacinas humanas.
Células Vero tem sido empregada para tal feito, por ser uma das poucas, na
atualidade, aprovadas para uso em producao de vacinas pela Organizagcdo Mundial
de Saude (OMS), o que a torna um excelente modelo para o desenvolvimento de
novas vacinas. Esta célula também possui caracteristicas de alta permissividade a
diversos virus dando bons rendimentos em cultivos virais e por ser adaptar ao
crescimento em Biorreatores (FDA, 2000).

Ao avaliar o perfil replicativo do virus recombinante YFV/DENV1, em meio com
soro fetal bovino, vimos que este virus ao se replicar em uma monocamada de
células Vero com 60.000 células/cm? e com MOI de 0,002, atingiu no décimo dia um
titulo de 7,0 logip PFU/mL. O virus recombinante ChimeriVax/D1 (Guirakhoo et al.
2004b), equivalente ao nosso YFV/DENV1, alcancou um titulo de 7,4 logio PFU/mL,
titulo muito proximo do obtido por nos. Obtivemos para o virus recombinante
YFV/DENV2 (PE) um titulo de 7,0 logio PFU/mL no décimo dia. Caufour et al (2001)
obteve com o virus recombinante YFV/DENV2 (44/3) um titulo de 7,4 log;o PFU/mL
no quarto dia, titulo esse um pouco maior comparado com 0O recombinante
YFVIDENV2 (PE) e de Chambers (2003) com titulo de 7,0 logio PFU/mL no terceiro
dia. O virus recombinante YFV/DENV3 (PE) foi o virus com o qual obtivemos o menor
titulo (6,0 logip PFU/mL). Este virus parece ter um perfil replicativo inferior ja que foi o
virus que apresentou os titulos mais baixos nas curvas de replicacdo viral. O virus
YFV/IDENV4 alcangou um titulo de 7,0 logip PFU/mL no décimo dia, enquanto no
trabalho de Chambers (2003) obteve-se um titulo de 6,0 log;o PFU/mL no terceiro dia.
Uma possivel explicacdo para essa diferenca dos titulos encontrado em diferentes
trabalhos para virus equivalentes seria a diferenca de cepas virais utilizadas em cada
construcdo uma vez que cDNAs com sequencias contendo divergéncias foram
utilizados. Isto pode levar a diferencas desde o inicio da infeccdo com a ligacédo ao
receptor celular até a saida do virus da célula infectada. Todos os perfis replicativos
destes virus recombinantes foram comparados com 0S seus respectivos virus

parentais. Observamos que os virus recombinantes possuem o perfil semelhante aos



68

virus dengue parentais’, sugerindo que a troca da proteina prM/E, influencia a
capacidade replicativa do virus quimeérico.

Pensando no processo produtivo destes virus, avaliamos o rendimento viral em
suporte estacionario do tipo Cell Factory (NUNC). Essa plataforma possibilita a
producdo de vacinas virais em células aderentes em escala industrial. Inicialmente
avaliamos o rendimento viral em cultura de células Vero cultivadas em Cell Factory
de duas, quatro e dez camadas, o que equivale a areas de 1.264 cm? (400 mL
volume de suspensdo viral), 2.528 cm? (800 mL) e 6.320 cm? (2.000 mL),
respectivamente. Os virus P2 YFV/DENV1(PE), YFV/DENV2 (PE), YFV/DENV3 H87
e YFV/DENV4 Ven88, foram utilizados nestes experimentos.

Os resultados mostrados nos gréaficos 4.6 e nas tabelas 4.2 e 4.3 sugerem que 0sS
titulos virais seguem o mesmo perfil dos titulos encontrados nas garrafas T-175 cm?,
0 que evidencia que o processo replicativo dos virus quiméricos é escalonavel

utilizando garrafas Cell Factory.

5.3- Analise da variabilidade genética dos virus YFV/DENV quimericos

A tecnologia envolvida na producdo de quimeras tem sido utilizada na criacao
de vacinas atenuadas para flavivirus usando o virus da febre amarela como vetor de
expressdo das proteinas de prM-E de outros flavivirus. Para produzir um virus
quimérico, o genoma de RNA viral € primeiro sintetizado por transcricdo in vitro a
partir de um molde de DNA contendo o promotor da RNA-polimerase do fago SP6 na
extremidade 5. ApOs transfeccdo de células com o RNA transcrito in vitro, a
replicacéo viral comeca com a amplificagdo do genoma que € agora dependente da
RNA polimerase do virus YFV17DD. Em ambos os casos a atividade de RNA
polimerase néo tem correcdo de modo que populacdes de virus a RNA em geral séo
constituidas de variantes genéticas em equilibrio com o tipo predominante. A simples
passagem desta populacdo viral em um substrato ndo usual pode levar a
substituicdo do tipo majoritario por uma das variantes geneticas minoritarias, a qual
passa a predominar. Durante o processo de producdo de uma vacina, o virus deve
ser passado algumas vezes em culturas de células para a geracdo de lotes

sementes primario e secundario. O volume destes lotes devera ser adequado para a

1 DENVL (PE), DENV2 (PE), DENV3 (PE) e o virus DENV4, entretanto o virus DENV4 n&o pode ser comparado com o virus

parental, pois este trabalho iniciou-se quando o virus selvagem ainda nédo circulava no Brasil. Entretanto, nos experimentos
posteriores a 2010 utilizamos o0 DENV4 WT como controle.
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producdo de vacinas por varios anos. E de fundamental importancia que a
estabilidade genética dos virus recombinantes seja estudada com objetivo de se
estabelecer o niumero de passagens possivel sem que haja o0 acumulo de mutacdes

gue pudesse comprometer o fendtipo vacinal.

5.3.1- Variabilidade genética populacional e selecd o de clones virais

Inicialmente, foi realizado o sequenciamento completo do genoma dos virus
quiméricos ao nivel da segunda passagem (P2) e apds vinte passagens sucessivas
em células Vero (P20; M&M, item 3.6). Nao foi possivel derivar a comparacao para
as quimeras YFV/DENV1 uma vez que por motivos técnicos nao foi realizado o
sequenciamento do genoma viral da P20. No entanto, observamos muitas mutacoes
no genoma da quimera de YFV/DENV2 (80 mutagdes, P2 X P20), sendo 57
silenciosas, 17 conservativas e 6 ndo conservativas. O virus YFV/DENV3
apresentou sete mutacdes nucleotidicas, sendo cinco silenciosas e duas com
alteracdo de aminoacido. A quimera YFV/DENV4 também sofreu duas alteracoes
nucleotidicas que alteraram o aminoacido, conforme as tabelas 4.5 e 4.6. Esse
grande numero de mutag¢des encontradas nas quimeras de DENV na P20 indica
uma possivel existéncia de subpopulacdes na P2 e que uma populacdo foi se
fixando ao longo das passagens (Pugachev et al, 2004). Alternativamente, as
mutacOes observadas se acumularam por terem sido positivamente selecionadas
durante as passagens consecutivas.

Na tentativa de tornar nossos estoques virais geneticamente mais homogéneos
realizamos trés rodadas de purificacdo viral através de plaqueamento, originando
um conjunto de 27 clones virais para cada sorotipo. Este resultado € de suma
importancia, ja que ele indicara o melhor clone viral para ser utilizado na preparacao
de lotes sementes em Boas Préaticas de Manufatura e posterior producdo de lotes
clinicos.

O critério de escolha dos clones virais foi a maior identidade com a regiao
prM/E do virus quimérico original (P2), informacdo esta derivada da analise do
sequenciamento da regidao prM e E do genoma de oito clones virais de cada
quimera. Apos a sele¢do dos clones, sequenciamos 0 genoma completo de trés
clones (A-B-C) de cada sorotipo e as mutacdes entre a P2 e CP2 foram anotadas
(tabela 4.10).
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Com o objetivo de saber até quantas passagens 0 virus permaneceria estavel,
analisamos a estabilidade genética dos clones acima em passagens seriadas em
células Vero. Fizemos 10 passagens e sequenciamos 0 genoma dos virus da CP2 e
da CP10, a ultima passagem. No quadro 7.5 em anexo, observamos a quantidade
de mutacdes ndo conservativas por sorotipo entre as passagens P2 x CP2 e entre
as passagens CP2 x CP10. Os resultados demonstram que houve uma maior
incidéncia de mutacdes na etapa de selecédo dos clones. As mutacdes acumuladas
ao longo das passagens P2 e CP2 mantiveram-se até a passagem CP10
caracterizando, portanto, uma provavel adaptacdo dos virus recombinantes a
propagacdo em célula Vero. Analisando os clones virais, sob o ponto de vista da
estabilidade gendmica, pode-se predizer uma possivel escolha do melhor virus para
fazer parte de uma vacina tetravalente. Os clones YFV/DENV1A, YFV/DENV2A,
YFV/DENV3B e YFV/DENV4A sé&o os virus com menor numero de mutacdes, porém
os virus YFV/DENV1B e YFV/DENV4B ainda ndo foram sequenciados na CP10 e
por isso ndo podem ser descartados de uma futura escolha. Entretanto, esses virus

devem ser analisados também em testes de imunogenicidade e protecao.

5.3.2- Acumulo de mutac¢fes em regides gendmicas.

Os virus de RNA séo virus que possuem uma taxa de mutacdo de 10 a 1000
vezes maior do que os virus de DNA, uma vez que a RNA polimerase néo corrige
incorporacdes errbneas durante a sintese (Holland et al.1982). Analisando o virus
da febre amarela 17D, que é o backbone dos virus quiméricos, observam-se
populacdes geneticamente variaveis. O virus de YFV possuem sitios especificos de
heterogeneidade (C-370, NS2A-4013, NS2A-4054, NS3-4612, NS3-4873, NS3-
5153, NS4B-7571, NS5-7701 e UTR-10550) (Galler et al.1998; Hahn et al. 1987) e
essas variabilidade pode ser esperada também nos virus recombinantes, ja que 0s
mesmos possuem a mesma maqguinaria replicativa de febre amarela. Na tentativa
de caracterizar os tipos de mutacfes existentes nos virus quiméricos, uma hipétese
sugerida foi observar se algumas destas alteracfes estdo inseridas nestes sitios de
heterogeneidade de YFV. Ao alinharmos todas as nossas amostras e
posteriormente analisa-las, verificamos que nenhuma mutacéo esté relacionada aos
sitios de heterogeneidade de YFV, dando suporte a hipotese de as mutacdes

observadas serem realmente de cunho adaptativo das quimeras a célula Vero.
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Para uma melhor visualizagdo da maior ocorréncia de mutacdes em
determinados sitios do genoma viral da vacina Chimerivax, o Anexo 7.2 mostra 0s
locais das mutacdes para cada clone produzido. Neste estudo observou-se a
presenca constante de uma mutacdo na proteina E na posicdo 1590 (Kg204R) da
quimera de DENV1 além de uma concentracdo de mutacdes na regido de NS4B
(DENV1 — NS4B,3, 98 113 190; DENV2 — NS4B177, 182; DENV3 — NS4Bji3 177). A
primeira modificacdo (Kg-204R) foi estudada por Guirakhoo (2004a,b), que observou
que os clones quiméricos de DENV1 que possuiam esta alteragdo na E204 davam
origem a virus com fenoétipo de placas de lise maiores, eram menos neurovirulentos
em camundongos e tinham uma reducdo da viremia em macacos. Nas nossas
quimeras observamos a alteracdo E204 somente nos clones de YFV/DENV1, mais
especificamente em YFV/DENV1A e YFV/DENV1C, porém neste trabalho
observamos uma diminuicdo do tamanho de placa de lise e ndo um aumento do
tamanho como mencionado por Guirakhoo. As demais modificagcbes encontradas na
NS4B, também diferem dos nossos resultados, pois a maioria das mutacles
encontra-se na regido NS5. Acreditamos que essa diferenca de resultados entre os
dois trabalhos deva-se ao fato de que os virus recombinantes YFV/DENV terem sido
construidos com os genes prM-E de gendtipos diferentes de dengue 1 e 3 (Sanofi
Pasteur DENV1-1 e DENV3-Il e Fiocruz DENV1-V e DENV3-V) (Tabela 5.1) ou pela
forma de obtenc&o das cepas, que estao descritas no final da introducao, que pode
ter sido influenciado pelo niumero de passagens e tipo de células, resultando em

diferentes processos adaptativos.

Tabela 5.1. Genotipos virais utilizadas pela Fiocruz e a Acambis-Sanofi Pasteur para construgdo dos
virus recombinantes

Fiocruz Acambis- Sanofi Pasteur
DENV1 \Y |
DENV2 1" 1]
DENV3 \Y 1]
DENV4 Il 1]

5.3.3- Origem das mutacoes

Como mencionado anteriormente, a clonagem molecular do genoma viral em
bactérias juntamente com a taxa de erro da polimerase do fago SP6 na transcricao
in vitro respondem por namero indeterminado de mutagfes, ndo calculadas neste

trabalho. No entanto Pugachev et al (2004) relataram que o erro estimado da SP6
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polimerase com o0s virus recombinantes Chimerivax € aproximadamente 1,48
incorporacdes erradas a cada molécula gendmica sintetizada e que estes erros
estdo associados a etapa de transfeccéo viral.

As taxas de erro da RNA polimerase viral variam de 10° a 10™ erros por
nucleotideo (Domingo e Holland, 1997), assim em um genoma de 10kb as taxas de
erro da polimerase podem variar de 0,1 a 10 mutacdes por genoma sintetizado.
Esta producao continua de mutantes favorece a adaptabilidade dos virus, mas pode
também levar a extingdo viral (Lauring et al. 2013; Domingo e Holland 1997).
Algumas adaptacdes podem ser alcangadas por meio de combinagdes de diferentes
mutacles e, portanto, a fixacdo das mesmas pode se dar em diferentes pontos,
dependendo da ordem de ocorréncia de muta¢gdes (Domingo e Holland 1997).

O numero total de muta¢des acumuladas para a quimera YFV/DENV1A foi de
quatro mutacdes, YFV/DENV1B! duas mutagbes, YFV/DENV1C cinco mutagoes,
YFV/DENV2A quatro mutacdes, YFV/DENV2B cinco mutacdes, YFV/DENV2C cinco
mutacbes, YFV/DENV3A onze mutacdes, YFV/DENV3B oito mutacdes,
YFV/IDENV3C oito mutagdes, YFV/DENV4A quatro mutag¢des, YFV/DENV4B!
nehuma mutacdo e YFV/DENVAC trés mutagOes. Observamos, portanto, que o
acumulo de mutacdes entre as quimeras varia. Os clones quiméricos YFV/DENV1
(PE), YFV/IDENV2 (PE), YFV/DENV3 H87 na passagem CP2 acumularam ndo mais
que trés mutacdes ndo conservativas, enquanto que para YFV/DENV4 houve
somente uma mutagdo ndo conservativa para o clone C. O mesmo ocorreu nas
passagens CP10 com ndo mais que trés mutacdes com alteracdo de aminoéacido
para todos os virus. Essas mutacfes correspondem as fixadas apoés a transfeccéo e
pertenceriam ao grupo de mutacdes introduzidas pela RNA polimerase do virus
17D.

No entanto, para uma melhor compreensdo da origem das mutacdes no
genoma dos virus quiméricos, seria necessario o sequenciamento do cDNA, do
material regenerado do cDNA (P0), para identificarmos o nUmero de muta¢des que
sdo introduzidas pelo erro da SP6 RNA polimerase durante as transcrigdes,
eliminando algumas mutacdes que poderiam néo ser adaptativas.

Desta forma se elucidaria se as mutacdes que ocorreram ao longo das
passagens foram devido a um erro originado na clonagem do cDNA em bactéria ou

levedura, ou se realmente possuem carater adaptativo.

1 Os virus YFV/DEN1B e YFV/DENV4B, ndo foram sequenciados na passagens CP10.



73

5.3.4- Consequéncias de mutacoes

Foram observadas diferencas entre o tamanho de placa de lise das quimeras
P2 com seus respectivos virus parentais. No geral houve um aumento significativo do
tamanho de plaque dos virus DENV1 (PE) para YFV/DENV1 (PE) e DENV2 PE para
YFV/IDENV2 (PE). O virus DENV3 H87 I0C possui um tamanho de placa de lise
ligeiramente maior do que o YFV/DENV3 H87 e o virus DENV4 é semelhante a
quimera YFV/DENV4.

Essa variacao no tamanho das placas de lise foi observada por Caufour et al
(2001) ao comparar o virus recombinante YFV/DENV2 (44/3) com seu parental,
sugerindo o efeito predominante da regido prM/E sobre o fenotipo de placa de lise
viral. Um estudo realizado por Jabor (2001) sobre os determinantes moleculares do
tamanho de placa de lise com diferentes clones da vacina de febre amarela 17D,
concluiu que o tamanho de placa de lise estd associado aos sitios de glicosilacao
existentes na proteina E e também na NS1. Foram estudadas também algumas
mutacdes na regido NS5 e estas ndo influenciaram o tamanho de placa de lise.

Lorroengsil (2008) estudou uma alteracédo na proteina E do virus da encefalite
japonesa que possuiam placa de lise pequena e 0s comparou com o proprio virus da
encefalite sem a mutacdo na proteina E, a qual apresenta morfologia de placa de lise
grande. Lorroengsil observou em estudos realizados em camundongos, que a
atenuacado viral nem sempre esta associada a morfologia de placa pequena. Desta
forma a escolha do clone viral de cada sorotipo, ndo deve estar vinculada ao tamanho
do placa de lise. Entretanto, Blaney et al. (2002) analisando algumas mutacdes nas
regides ndo estruturais do virus rDENV4A30 do NIH, observaram que algumas
alteracdes fora da regido estrutural sdo capazes de influenciar este fenotipo de placa
de lise. Os autores propuseram uma associacao entre o tamanho de placa de lise
pequeno com atenuacdo viral em humanos. Esta caracterizacdo do fendtipo por
ensaio de placa seria um teste rapido e simples para demonstracdo de variantes
virais nos lotes de trabalho e vacinais.

A vacina de YFV17DD possui um sitio de glicosilacdo ligado a asparagina (E-
153 e E-155). Segundo Jabor (2001) este sitio de glicosilagdo € um determinante do
tamanho de placa de lise para o virus YFV17D (apresenta fenétipo de placa grande
com a N-glicosilacdo em E-155 e placa pequena na auséncia). A proteina E

glicosilada teria um limiar de pH mais alto, o que permitiria uma cinética mais lenta de
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fusdo com a membrana endosomal no prosseguimento do ciclo do virus no
citoplasma. Porém a inexisténcia da N-glicosilacdo pode favorecer casos de eventos
adversos devido a rapida propagacao viral (Jennings et al. 1994 apud Jabor, 2001).

Lee et al. (2010) destaca a importancia da glicosilacdo das proteinas E de
DENYV e de outros flavivirus em duas fases do ciclo de crescimento viral: infectividade
e liberacdo do virion. Em DENV esses sitios estdo ligados ao aminoacido N, nas
regides E (N-67 e N-153-155), sendo N-67 exclusivo entre os sorotipos de DENV e
N153-155 séo conservados entre os flavivirus. Esses pontos sdo importantes para a
entrada do virus na célula hospedeira, maturacdo viral, liberagcdo das particulas
infecciosas e também conferem afinidade pelas células dendriticas (Mondotte et
al.2007, Lee et al. 2010). Analisamos, entéo, a existéncia ou ndo de mutacéo nestes
sitios de glicosilagdo, pois caso haja uma alteracdo de aminoéacido, esta poderia
inviabilizar a replicacdo viral e também causar uma diminuicdo da resposta imune.
N&o observamos em qualquer um de nossos clones virais mutacdes nas posi¢oes de
E envolvidas na N-glicosilacéo.

Outra abordagem de analise foi identificar o local das mutagfes na proteina E.
Esta proteina pode ser dividida em trés dominios (DI, DIl e DIll) e uma regiao
terminal hidrofébica (RH) (Figura 1.3). Os virus quimeéricos apresentaram mutacdes
na regido de envelope, tanto na etapa de purificacdo clonal, quanto na estabilidade
genética. Observamos que a metade das mutacdes, 5/10, estd no DIl que pode
interferir no processo de fusédo do envelope viral com a membrana endosomal da
célula alvo, atenuando o virus o0 que poderia, consequentemente, levar a uma
diminuicdo da resposta por anticorpos neutralizantes e nao-neutralizantes. (Modis et
al.2004). Uma mutacdo encontrada neste dominio foi encontrada por Pugachev
(2004) na E-204. Esta mutacao esté relacionada a diminuicdo do neuro-tropismo em
camundongos neonatos. A regido hidrofobica sofreu 4/10 mutacBes que poderiam
acarretar alteragcbes em sua conformacdo e insercdo na membrana do reticulo
endoplasmatico (Alfredo Jabor comunicacao pessoal). Apenas uma mutacdo em dez
ocorreu no DI. Este dominio estd associado a uma resposta imune
predominantemente de anticorpos nao-neutralizantes tipo-especifico (Hughes et al.
2012). Nenhuma mutacéao foi encontrada no DIII.

As mutacbes encontradas ainda nao foram todas estudadas com maior
detalhamento. Com o0 objetivo de avaliar a importancia de cada mutacdo no ciclo
viral, alguns testes adicionais, como por exemplo: neuroviruléncia, imunogenicidade

e possivelmente uma analise tridimensional das proteinas, deverao ser realizados, a
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fim de caracterizar o perfil de todos os clones virais. De posse destes dados é que
poderia ser feita uma escolha definitiva dos melhores clones a serem escolhidos

para a producédo dos lotes sementes em GMP.

5.4- Caracterizacao fenotipica de virus YFV/DENV recombinantes

5.4.1- O uso de tamanho de placa de lise como indic  ador de estabilidade
genética.

E sabido que os flavivirus podem rapidamente acumular muta¢des durante
passagens em celula (Mandl et al. 2001). Sucessivas passagens em célula Vero
podem resultar em adaptacdo do virus a este substrato, o que consequentemente
poderia alterar a morfologia das placas de lise causadas pela infeccdo viral na
monocamada celular sob meio semi-solido. Essas alteracdes fenotipicas podem
geralmente ser explicadas por uma substituicdo de aminoacido na regido de envelope
ou até mesmo nas regides NS1, NS3 e 3'UTR (Blaney et al, 2003). Por exemplo, os
clones de YFV/DENV1 (PE) e YFV/DENV2 (PE) inicialmente produziram plaques
grandes (~1,2 a ~2,0mm) em célula Vero na passagem 2 dos clones (CP2), as quais
diminuiram apds as sucessivas passagens em células Vero (estabilidade genética -
Gréfico 4.11 e 4.12). Isso indica que durante o processo de selecédo dos clones, uma
populacdo que antes apresentava heterogeneidade agora € mais homogénea
diminuindo assim, a interferéncia de sub-populacdes no carater fenotipico. Essa
diminuicdo no tamanho de placa de lise desses virus pode estar relacionada com a
localizacdo das mutacdes nas passagens CP2 e CP10. Até a passagem CP2 grande
parte das mutacdes estava localizada na regido de NS5, a qual ndo contém
determinantes do tamanho de placa de lise, mas esta envolvida a adaptacéao a ceélula
Vero (Blaney et al. 2003). Entretanto, na CP10, as muta¢des foram direcionadas para
as regides de prM e E, que neste trabalho indica uma ligacdo direta ao tamanho de
placa de lise. Esses resultados diferem dos resultados encontrados por Guirakhoo
(2004a), que apds as passagens seriadas em células Vero, os virus YFV/DENV1 e
YFV/DENV2 apresentaram placas de lise com maior diametro. Essa diferenca pode
ser explicada por termos usado diferentes cepas virais nas constru¢cdes de virus

quimérico, o que possibilita diferentes caracteristicas fenotipicas. Contudo, Blaney et
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al. (2003) relataram que o aumento do tamanho de placa de lise estava associado a
uma adaptacao a célula Vero. Isso foi observado depois de avaliar algumas mutacfes
nas regides NS3, NS4B, NS5 e 3' UTR de alguns clones virais comparando com o
virus controle, o qual possui tamanho de placa pequeno e menor capacidade
replicativa. 1sso nos leva a questionar o carater das mutagdes encontradas neste
trabalho, pois caso as mutacbes que ocorreram ao longo das passagens da
estabilidade genética ndo estiverem relacionadas a adaptacdo, pode vir a ser um
problema nas questdes regulatdrias da vacina. Todavia, essa diminuicdo do tamanho
de placa de lise e seus efeitos devem ser estudados futuramente para esclarecer
esse gquestionamento, ja que todos os estudos realizados por Blaney et al. (2003)
foram com DENV4.

Os clones de YFV/DENV3 H87 (YFV/DENV3A, YFV/DENV3B e YFV/DENV3C)
apresentam um tamanho médio de ~1,0mm e apds as dez passagens o clone
YFV/DENV3A sofreu uma reducdo de tamanho, cerca de ~0,3mm, enquanto os
outros YFV/DENV3B e YFV/DENV3C aumentaram ~0,47 e ~0,21mm,
respectivamente. O genoma do virus ndo purificado YFV/DENV3 H87 acumulou
menos mutacdes em relacdo aos clones, um resultado, portanto, inesperado, ja que
se esperava que apos a selecdo dos virus o numero de muta¢des diminuisse, devido
a possivel exclusao de sub-populacgdes.

Para o virus YFV/DENV4 houve uma Unica mutacdo resultando na troca de
aminoacido na CP10, mas os clones A e B permaneceram estaveis com relacdo ao
fendtipo de placa de lise. Ja para o clone YFV/DENV4C, o qual apresentou aumento
do tamanho de placa, esse aumento pode estar relacionado com as mutacdes
existentes neste clone, inicialmente da passagem P2 a P9 (CP2) e depois até a
CP10, em comparagéo com o clone YFV/DENV4A.

5.4.2- Atenuacao dos clones virais em modelo murino

A Vacina de Febre Amarela vem sendo usada na imunizacdo humana desde
1936. Mais de 70 anos se passaram, com mais de 600 milhdes de dose
administradas, conferindo protecdo e eficacia. Entretanto, foram relatados casos
adversos graves (~1:250.000) poés-vacinais incluindo viscerotropismo e casos de
encefalites (Martin, 2001; Centers for disease control and prevention, 2002). Em

dengue, eventos envolvendo o sistema nervoso sao raros. Existem alguns casos de
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diagnéstico de DENV encefélico, o que indica que o virus é capaz em algumas
situacdes de cruzar as barreiras do sangue-cérebro e atingir células neurais (Lum,
1996). Ja que a nossa candidata a vacina contém maquinaria replicativa de
YFV17DD com as proteinas prM e E de DENV, é possivel que eventos de
encefalites possam ocorrer.

Para avaliar esses eventos, foram feitos experimentos de neuroviruléncia em
camundongos com trés semanas de idade e em neonatos com administracao intra-
cerebral de 10°PFU por animal e com o estoque viral ndo diluido (>10°.PFU por
animal). Nos animais de 3 semanas observamos que 0s clones virais nédo se
mostraram neurovirulentos, mesmo quando inoculado em altas concentracdes virais,
ao contrario do virus YFV17DD que causou 100% de mortalidade. J& nos neonatos,
verificamos uma significativa incidéncia de mortalidade em todos os grupos, com
excecao dos clones de YFV-DENV4 os quais induziram a morte de até no maximo
30% dos animais (clone YFV-DENV4B).

Em outro trabalho, Guirakhoo et al (2004a) revela que uma mutacdo na
quimera de DENV1 na proteina E (na posicdo 204) foi capaz de reduzir o
neurotropismo. De fato, novos estudos de neuroviruléncia com a CP10 deverédo ser

realizados para elucidar o perfil de atenuacéo dos clones de DENV.

5.4.3- Imunogenicidade do virus quimérico YFV/DENV2

Analisamos a imunogenicidade dos clones A, B e C de YFV/DENV2 em um
ensaio de protecdo de camundongos C57/BI6 com desafio pelo virus DENV2 NGC
neurovirulento. Observamos que os trés clones YFV/DENV2A, YFV/DENV2B e
YFV/DENV2C, apresentaram perfis semelhantes de inducéo de imunidade protetora.
O valor de input viral pela via intracerebral, quando do desafio, foi 0 mesmo para
todos os clones e podemos dizer que o virus quimérico YFV/DENV2 (P2) e os clones
derivados se mostraram imunogénicos com 93,8% de sobrevivéncia de animais
vacinados com o clone YFV/DENV2C, 84,6% com o YFV/DENV2 (P2), 81,3% com o
YFV/IDENV2A e 75% com YFV/DENV2B. Deve ser ressaltado que o0s animais
receberam uma Unica dose vacinal e foram desafiados 45 dias poOs-imunizagao.
Caufour et al (2001) mostrou protecdo de 85% com a quimera YFV/DENV2 (44/3),

com trés doses de 10°pfu/dose antes do desafio. Podemos notar uma diferenca
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notavel entre a quimera de Caufour com as deste trabalho, em relacdo a resposta

protetora e quantidade de imunizacgdes.

5.5- Consideracdes finais

O maior desafio no desenvolvimento contra uma vacina de Dengue € a
dificuldade de obtencdo de niveis imunogenicidade contra os quatro sorotipos ao
mesmo tempo, modelos animais confidveis e o0s parametros indicativos de
imunidade protetora. Seguindo como base um estudo clinico de fase 2b realizado
pela Sanofi Pasteur entre os anos de 2009 e 2010 com criangcas no distrito de
Ratchaburi — Tailandia, este teve como objetivo estabelecer a eficacia contra os
quatro sorotipos apds a administracdo de trés doses da vacina tetravalente. Os
resultados deste estudo mostraram eficacia maior que 70% contra os virus DENV1,
DENV3 e DENV4, entretanto, contra 0 sorotipo 2 ap0s as trés doses nao foram
alcancados indices maiores que 10% de eficacia (Sabchareon et al. 2012).

A baixa eficacia contra DENV2 é surpreendente, apesar de resultados
satisfatorios para 0os outros sorotipos, o que levou a questionar a solidez do
pressuposto de que, para proteger contra o dengue, a vacinacdo deve induzir
anticorpos neutralizantes de forma equilibrada contra os quatro sorotipos. O ensaio
de neutralizac&o in vitro (PRNTs0) € considerado como o mais relevante para medir
0S anticorpos protetivos contra as infec¢cdes por virus dengue (Sabchareon et al.
2012), mas segundo Rainwater-Lovett (2012) o PRNTgo Seria mais indicado ja que
ele € mais especifico e previne a deteccdo cruzada de anticorpos neutralizantes,
apesar de ser menos sensivel. Mas o que é destacado € a inexisténcia de uma
resposta celular, jA que os virus recombinantes ndo possuem as proteinas nao
estruturais que estdo mais relacionadas a esse tipo de protecao.

Outra justificativa para essa baixa eficacia pode estar relacionada com a cepa
utilizada na vacina e o virus DENV2 que circula na Asia. O sorotipo DENV2 que
circula na Asia possui trés mutacdes no dominio Il da proteina E que poderiam
influenciar a infectividade ou fitness viral aumentando o poder de interacdo celular,
consequentemente, com maior replicacao e possivelmente viruléncia (Vu et al. 2010
apud Sabchareon et al. 2012). Segundo Sabchareon e colaboradores (2012), a cepa
usada na vacina foi testada em primatas ndo humanos e demonstrou que 0S SOros

destes animais neutralizava um amplo repertorio de gendtipos deste virus trazidos
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de diferentes paises. Para responder esses questionamentos, estd em andamento
um estudo clinico de fase 3 com 30.000 voluntarios em dez paises na América
Latina e na Asia.

Analisando estas observagfes, uma interrogacao sobre as nossas quimeras
entra em questdo. Serd que 0S NOSSOS virus vacinais seguirdo o mesmo perfil
imunologico? E evidente que existe uma possibilidade de que isso possa ocorrer
com a vacina proposta pela FIOCRUZ, entretanto como mencionado acima
diferentes cepas podem ser uma alternativa para solucionar o problema e nos
utilizamos os genes prM-E de uma cepa de DENV2 diferente da Sanofi Pasteur.

Observando os resultados obtidos pela Sanofi Pasteur, o laboratorio de
biotecnologia e fisiologia de infec¢des virais, lotado na Fundacdo Oswaldo Cruz,
liderada pela doutora Ada Maria de Barcelos Alves prop6s uma vacina conjugada de
DNA com a vacina de virus vivo atenuado recombinante, ja que a vacina de DNA iria
induzir uma resposta celular que € inexistente na vacina recombinante YFV/DENV.
Esse trabalho foi publicado por Azevedo e colaboradores (2013) e foi observado um
sinergismo entre as duas vacinas em camundongos imunizados contra 0 sorotipo 2
do dengue, obtendo uma resposta celular e humoral contra este sorotipo. Devido ao
sucesso em testes pré-clinicos em camundongo, ainda neste ano estara em
andamento um teste pré-clinico em PNH. Assim teremos um indicativo melhor sobre

a eficiéncia da vacina conjugada da FIOCRUZ.



6- CONCLUSOES

As conclusdes destes estudos sao:

* As construcdes dos virus recombinantes YFV/DENV prM/E sao viaveis,
produzindo virus que replicam eficientemente em culturas de células
Vero com propriedades de crescimento similares aos virus dengue
selvagens parentais. Os titulos virais alcancados sdo satisfatorios para
estabelecermos os parametros de producéo desses virus.

» A morfologia e o tamanho das placas de lise dos clones virais
YFV/DENV1 (PE), YFV/DENV2 (PE) e YFV/DENV4 sdo homogéneos,
enquanto o clone YFV/DENV3 H87 é heterogéneo. As alteraces
genéticas ao longo das oito passagens de CP2 a CP10 levaram a
modificacdo do fenétipo de tamanho de placa de lise para todos os
clones, exceto YFV/DENVA.

* O sequenciamento nucleotidico do estudo da estabilidade genémica
mostrou alteracdes de aminoacido em todos os clones virais, exceto no
clone YFV/DENV4, mas essas alteracfes nao inviabilizaram os virus
quanto a replicacdo e reducdo do neurotropismo em camundongos
lactentes.

e O teste de neuroviruléncia dos clones virais YFV/DENVI1A,
YFV/DENV1B, YFV/DENV1C, YFV/DENV2A, YFV/DENV2B,
YFV/DENV2C, YFV/DENV3A, YFV/DENV3B, YFV/DENV3C,
YFV/DENV4A, YFV/DENV4B e YFV/DENV4C mostrou que os clones
nao sao neurovirulentos em camundongos com trés semanas de idade,
até quando submetidos a altas concentracdes virais, porém possuem
tropismo em camundongos neonatos.

 Os resultados obtidos no teste de protecdo com os clones de

YFV/DENV2 (PE) foram satisfatérios, principalmente para o clone



YFV/DENV2C induzindo imunidade protetora de 93% com apenas uma
dose.

A escolha do clone ideal para produgdo em area GMP e a metodologia
de producdo ainda ndo foi possivel com este trabalho. Esta escolha
certamente serd feita mediante a analise do sequenciamento em
conjunto com os testes de imunogenicidade e neuroviruléncia. Estudos
complementares estdo sendo desenhados a fim de responder a principal
questdo que é a escolha dos clones virais. E importante destacar que
esta dissertacdo inclui algumas etapas essenciais do projeto da vacina
recombinante dengue/febre amarela e que por isso é de extrema

importancia a continuacao dos estudos.
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7- ANEXO

7.1- Preparo de meio e solucdes

% Meio 199 com sais de Earle completo (199/Earle comp leto)

Meio 199 com sais de Earle 10X 10% viv 10 ml

NaHCO3 4,4% (pH 7,0) 2,5a5% viv 25mlou5ml*
SFB inativado (Cutilab) 5% viv 5mi

Sulfato de gentamicina (4 mg/ml) 1% viv 1mi

Fungizona (500mg/ml) 0,1% viv 0,1 ml

Agua bidestilada q.s.p. 100 ml

Instrucdes: Todo material estéril; preparo no momento do uso.
* Depende do tipo de sistema de cultura: 2,5 ml para sistema aberto (placas de
cultura) ou sistema fechado (frascos de cultura).

% Meio 199 com sais de Earle 2X concentrado (199/Earl e 2X)

Meio 199 com sais de Earle 10X 20% viv 20 ml
NaHCOj3; 4,4% (pH 7,0) 10% viv 10 ml
SFB inativado 10% viv 10 mi
Sulfato de gentamicina (4 mg/ml) 2% viv 2 mi
Fungizona (500mg/ml) 0,2% viv 0,2 ml
Agua bidestilada g.s.p. 100 ml

Instrucdes: Todo material estéril; preparo no momento do uso.
% Meio VP-SFM (invitrogen) Suplementado (Produzir 1L)

Adicionar 50 mL de NaHCO3 4,4% (pH 7,0) - [concentracéo final 5%
Adicionar 20 mL de Glutamax [200 mM] — [concentracao final 4mM]
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% Meio 199 com sais de Earle /CMC (199Earle/CMC)

Meio 199 com sais de Earle 10X 10% viv 10 mi

NaHCO3; 4,4% (pH 7,0) 2,5a5% viv 25mlou5ml*
SFB inativado 5% viv 5mil

Sulfato de gentamicina (4 mg/ml) 1% viv 1mi

Fungizona (500mg/ml) 0,1% viv 0,1 ml

CMC 3% (Sigma) g.s.p. 100 ml

Instrucbes: Todo material estéril; preparo no momento do uso. Homogeneizar

vigorosamente.

++ Bicarbonato de sddio 4,4% gaseificado (NaHCO 3)

NaHCO3; 44 g
\[ermelho de fenol 1% 1ml
Agua bidestilada g.s.p. 1000 ml

Instrucdes: Adicdo de gelo seco com agitacdo até a solucao atingir pH 7,0 —
7,2; aliqguotar em 20 ml e esterilizar por autoclave 121C 15 min.

% Verseno Solucao estoque 5%

EDTA S0g
\[ermelho de fenol 1% 0,1 ml
Agua destilada g.s.p. 1000 ml

Instrucdes: Misturar e acertar o pH para 7,6 com NaOH 1N. Estocar a
temperatura ambiente.

s Tripsina/verseno

Tripsina estoque 0,5 ml
Verseno 50 ml

Preparar imediatamente antes do uso.
% Soro Fetal Bovino
Inativado a 56°C por 30 minutos. Aliquotado (50 ml) e armazedado a 4°C.
% Sulfato de gentamicina (Garamicina)

Uma ampola de Garamicina (2 ml) para 18 ml de agua bidestilada estéril.



% Carboximetilcelulose (CMC) 3%

CMC 39
Agua bidestilada g.s.p. 100 ml

Instrucbes: homogeneizacdo por agitacdo vigorosa (liquidificador); esterilizacao
por autoclave (121 por 20 min); armazenagem a tem peratura ambiente.
% Agarose 1%

Agarose (Tipo I-Sigma) 19
Agua bidestilada g.s.p. 100 ml

InstrugGes: Misturar, autoclavar (121 por 20 min) e estocar a 4°C. Na hora do

uso aguecer em microondas e aguardar o uso em banho Maria a 42°C.

< Formaldeido 10%

Formaldeido 37% 1000 ml
Agua destilada 2700 ml

InstrucGes: Preparar e estocar a temperatura ambiente.

+ Cristal VioletaSolugéao Estoque (2%)

Cristal Violeta 109
Metanol 100 ml
Agua destilada g.s.p. 500ml

% Solucédo de Uso (0,04%)

Cristal Violeta estoque 20 ml
Agua destilada g.s.p. 1000 ml

InstrucGes: Preparar e estocar a temperatura ambiente.
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7.2- Figura dos pontos de mutacdo encontradas pela Sanofi-Pasteur na candidata a

vacina contra Dengue ChimeriVax YFV/DENV1, 2, 3 e 4.

YFIDENA v (%59
n
+ bt '
YFDENZ o j—sy T
YEDENI ., Lo
YFIDEN4
c‘prnﬂ E NS1 |2a [2b] NS3 4a|| 4b NS5
polypratein
RNA ' ' : :
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 kb

Anexo 7.2: A figura mostra as mudancas de aminoacido das quatro quimeras (ChimeriVax-DEN) que
foram clonadas e as ndo clonadas na estabilidade genética. A localizagdo das mutacbes estdo

destacadas na poliproteina. Fonte: Pugachev, 2004.
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7.3- Simbolos e siglas dos aminoacidos

Nome Simbolo Abreviacdo Nomenclatura

Glicina ou . Acido 2-aminoacético ou Acido 2-amino-
) Gly,Gli G -

Glicocola etandico

Acido 2-aminopropiénico ou Acido 2-

Alanina Ala A . e
amino-propanagico
. Acido 2-aminoisocaproéico ou Acido 2-
Leucina Leu L . . e
amino-4-metil-pentanadico
. Acido 2-aminovalérico ou Acido 2-amino-
Valina Val V . .
3-metil-butandico
. Acido 2-amino-3-metil-n-valérico ou &cido
Isoleucina lle | . . .
2-amino-3-metil-pentandico
Prolina Pro P Acido pirrolidino-2-carboxilico
. : Phe ou Acido 2-amino-3-fenil-propidnico ou Acido
Fenilalanina F . : .
Fen 2-amino-3-fenil-propandico
Serina Ser S Ac!do 2-am!no-3-h!drox!-prop|onlgo ou
Acido 2-amino-3-hidroxi-propandico
Treonina Thr, The T Acido 2-amino-3-hidroxi-n-butirico
Acido 2-bis-(2-amino-propi6nico)-3-
Cisteina Cys,Cis C dissulfeto ou Acido 3-tiol-2-amino-
propanagico
Tirosina Tyr, Tir Y Acido 27am|r_lo-3_-(p—h|_drOX|fen|I)prop|on|co
ou paraidroxifenilalanina
Asparagina Asn N Acido 2-aminossuccionamico
Glutamina GIn Q Acido 2-aminoglutaramico
Aspartato ou Acido 2-aminossuccinico ou Acido 2-
At L Asp D .
Acido aspartico amino-butanodiodico
Glutamato ou Glu E Acido 2-aminoglutarico
Acido glutamico
Arginina Arg R Acido 2-amino-4-guanidina-n-valérico
Lisina Lys, Lis K A_C|d(_) 2,6-d|a[r_1|nocapr0|co ou Acido 2, 6-
diaminoexandico
Histidina His H Acido 2-amino-3-imidazolpropidnico
Triptofano Trp, Tri W Acido 2-amino-3-indolpropidnico
Metionina Met M Acido 2-amino-3-metiltio-n-butirico

Fonte: wikipédia



7.4- Imagens do fenétipo de placa de lise em tamanho real

Placa: D1A P2

Placa: D1A P10
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D1B P2

D1B P10

D1C P2
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D1C P10

Placa: D1 P10 anterior

FA/D1 PE
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D2A P2

D2A P10

D2B P2
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D2B P10

D2C P10
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D2 P10 anterior

FA/D2 PE P2

D3A P2
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D3A P10

D3B P2

D3B P10
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D3C P2

D3 P10 anterior
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FA/D3 H87
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D4A P2

D4A P10
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D4B P2

D4B P10

D4C P2
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D4C P10

D4 P10 anterior

FA/D4




7.5- Resultados de forma resumida da dissertacéo
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) Curya de Fendtipo Sequenciamento Estabilj(j_ade Teste Neuroviruléncia (Sobrevivéncia) Desafio DEN2
Virus Crescimento (média/desvio) P2 x CP2 Genetica 3 Semanas 3 semanas Neonatos Protecio
T-175 CP2 x CP10 10°PFU 10°PFU 10°PFU

FA/D1 L#3223

(D1A) 7,65 2,06 (+/-0,31) 2/11 2/11 10710 10710 0/10 ;
FA/IDL M#3211 10/10 10/10 2/10

(D1B) 8,60 1,17 (+/-0,24) 2/11 N&o Seq -
FA/D1 L#3224

(D1C) 7,65 1,69 (+-0,38) 11 4/ 10710 10710 0710 :
FA/D2 M#3232

(D2A) 6,83 2,02 (+/-0,31) 3/ 1/11 10710 10710 1/10
FA/D2 L#32211

(D2B) 261 1,68 (+/-0,36) Ao oion 10/10 10/10 7/10 D2C>D2A>D2B
FAID2 L#32222 10/10 10/10 3/10

(D2C) 6,83 1,59 (+/-0,35) 3/2t 2/21
FA/D3 S#32121

(D3A) 7,68 1,01 (+/-0,35) 9/21 2/01 8/10 10710 3/10 :
FA/D3 S#32312

(D3B) 768 1,00 (+/-0.36) 821 ) 10/10 10/10 0/10 )
FA/D3 S#32213

(D3C) 7,63 0,99 (+/-0,34) 8/3* - 1010 1010 00 -
FA/D4 M#32231

(D4A) 6,62 0,73 (+/-0,11) - 4/21 1010 1010 9/10 :
FA/D4 M#32233

(D4B) 6,62 0,72 (+/-0,12) - N&o Seq 10/10 10/10 3/10 -
FA/D4 M#32113

(D4C) 6,62 0,67 (+/-0,11) 1/11 211 10/10 10/10 10/10 -

Quadro 5.1. Todos os resultados envolvendo os clones virais estdo descritos neste quadro como forma de analise comparativa entre eles. Entre os clones
DEN1, o virus D1B obteve o melhor resultado, porém nao teve o seu material genético sequenciado na CP10. DEN2, o virus D2C obteve o melhor resultado,
segundo o critério de desafio, pois nos outros testes mostrou-se similar aos demais. DEN3, o virus D3A obteve melhor resultado em camundongos neonatos,
porém apresentou um maior nimero de muta¢cdes. DEN4, o virus que atingiu os melhores resultados foi o D4C.

1 0 nimero indica as mutacfes de aminoacido entre o total de mutacdes.



