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RESUMO 

 

Caracterização do tropismo celular de Flavivirus do Brasil e construção de vírus vacinal 

da Febre Amarela e deste vírus recombinante com proteínas do vírus Zika  

 

Dentre os Flavivirus do Brasil incluem-se os arbovírus Cacipacoré (CPCV), Encefalite de Saint 

Louis (SLEV), Febre Amarela vacinal 17DD (YFV17DD), Ilhéus (ILHV) e Zika (ZIKV). 

Todos estes vírus são causadores de infecções humanas e alguns produzem doenças graves. Na 

primeira parte desta Dissertação, estudamos o tropismo celular de alguns Flavivirus do Brasil. 

Caracterizamos o tropismo de CPCV, ILHV, SLEV, YFV17DD e ZIKV por células dos tecidos 

de diferentes órgãos identificando novas linhagens celulares susceptíveis. Dessa forma, 

avaliamos a susceptibilidade das células de adenocarcinoma colorretal humano (Caco-2), 

células de adenocarcinoma de pulmão humano (Calu-3), células de larva de Aedes albopictus 

(C6/36), células embrionárias de rim humano (HEK293T), célula de adenocarcinoma cervical 

humano (HeLa), células endoteliais da veia do cordão umbilical humano (HUVEC), células de 

glioblastoma humano (U251-MG) e células de rim de macaco verde africano (Vero CCL81 e 

Vero E6), procurando entender a fisiopatologia das infecções humanas relacionadas aos 

tropismos pelas células dos diferentes tecidos. Observamos que os Flavivirus CPCV, ILHV, 

SLEV, YFV17DD e ZIKV infectam in vitro células de origem intestinal, epitelial, pulmonar, 

renal, cervical uterina e neuronal, com a exceção das células renais ao YFV17DD. CPCV, ILHV 

e ZIKV mostraram tropismo por células de tecido nervoso, o que pode ter relevância na 

patogenia de suas infecções humanas. As células Vero CCL81, HUVEC e Caco-2 foram mais 

susceptíveis aos vírus estudados e podem ser utilizadas rotineiramente na amplificação dos 

mesmos. Na segunda parte da Dissertação, considerando a ausência de tratamento e vacinas 

contra o vírus Zika, causador de epidemias e infecção relacionada ao desenvolvimento de 

Síndrome de Guillain-Barré e Síndrome Congênita do Zika, decidimos construir o vírus vacinal 

da Febre Amarela 17D e um recombinante deste vírus incluindo proteínas do ZIKV. Assim, 

utilizando a técnica CPER, construímos clones infecciosos de YFV17D e de um vírus 

recombinante quimérico com o genoma de YFV17D incluindo as proteínas prM e E de ZIKV. 

O trabalho foi bem sucedido porque permitiu obter o vírus YFV17D e um recombinante 

YFV17DZIKV, objetivo maior do trabalho. Entretanto, os vírus obtidos não mostraram-se 

estáveis o que exige novas intervenções para que YFV17DZIKV possa tornar-se um candidato 

vacinal. 

 

Palavras-chave: Flavivirus; susceptibilidade celular a vírus; construção viral; CPER. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Characterization of cell tropism of Flavivirus from Brazil and construction of a Yellow 

Fever vaccine virus and a recombinant of this virus with Zika virus proteins 

 

Among the Flavivirus in Brazil are included the arboviruses Cacipacoré (CPCV), Saint Louis 

Encephalitis (SLEV), 17DD Yellow Fever vaccine (YFV17DD), Ilhéus (ILHV) and Zika 

(ZIKV). These viruses cause human infections and some cause serious illness. In the first part 

of this Dissertation, we studied the cellular tropism of some Flavivirus from Brazil. We 

characterized the tropism of CPCV, ILHV, SLEV, YFV17DD and ZIKV by infection of cell 

tissues from different organs, identifying new susceptible cell lineages. Thus, we evaluated the 

susceptibility of human colorectal adenocarcinoma cells (Caco-2), human lung adenocarcinoma 

cells (Calu-3), Aedes albopictus larval cells (C6/36), human embryonic kidney cells 

(HEK293T) , human cervical adenocarcinoma cell (HeLa), human umbilical vein endothelial 

cells (HUVEC), human glioblastoma cells (U251-MG) and African green monkey kidney cells 

(Vero CCL81 and Vero E6), seeking to understand the pathophysiology of human infections 

related to tropisms by cells of different tissues. We observed that CPCV, ILHV, SLEV, 

YFV17DD and ZIKV Flavivirus infected in vitro cells of intestinal, epithelial, pulmonary, 

renal, uterine cervical and neuronal origin, except for YFV17DD in renal cells. CPCV, ILHV 

and ZIKV showed tropism for nervous tissue cells, which may be relevant in the pathogenesis 

of their human infections. Vero CCL81, HUVEC and Caco-2 cells were more susceptible to 

the viruses studied and can be routinely used for their amplification. In the second part of the 

Dissertation, considering the absence of treatment and vaccines against the Zika virus, which 

causes epidemics and infection related to the development of Guillain-Barré Syndrome and 

Congenital Zika Syndrome, we decided to construct a 17D Yellow Fever vaccine virus and a 

recombinant of this virus including ZIKV proteins. Thus, using the CPER technique, we 

constructed infectious clones of YFV17D and a chimeric recombinant virus with the YFV17D 

genome including the ZIKV prM and E proteins. The work was successful because it allowed 

obtaining the YFV17D virus and a YFV17DZIKV recombinant, the main objective of the work. 

However, the viruses obtained were not stable, which requires new interventions so that 

YFV17DZIKV can become a vaccine candidate. 

 

Keywords: Flavivirus; cellular susceptibility to viruses; viral construction; CPER. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 ARBOVÍRUS 

Arbovírus, do inglês Arthropod-Borne Virus, são vírus transmitidos por vetores 

artrópodes hematófagos, mais comumente mosquitos e carrapatos (FIGUEIREDO, 2007). A 

partir do momento que o vetor realiza sua dieta à base de sangue, ele pode adquirir vírus que, 

por sua vez, podem infectar e replicar em suas células intestinais. Com o sucesso da infecção e 

replicação, as partículas virais se espalham pelos outros órgãos via hemocele, chegando até as 

glândulas salivares, o que torna este artrópodo um agente transmissor de vírus para hospedeiros 

vertebrados, como aves, pequenos mamíferos e seres humanos (FRANZ et al., 2015; 

FIGUEIREDO, 2007).  

Praticamente todos os arbovírus são zoonóticos, ou seja, têm origem no ambiente 

selvagem. Para que haja difusão e aumento progressivo na transmissão de um arbovírus, 

possibilitando epidemias, é necessário que vetores e hospedeiros competentes estejam dentro 

de um mesmo ambiente permissível, desenvolvendo assim um ciclo de transmissão (WEAVER; 

REISEN, 2010). Didaticamente, pode se identificar três principais ciclos de transmissão dos 

arbovírus, como mostra a Figura 1.  

 

Figura 1 - Ciclos de transmissão de arbovírus 
 

 
Fonte: adaptado de WEAVER et al., 2018. 

 

Sendo assim, os três componentes essenciais para a transmissão de um arbovírus 

relacionam-se ao vírus, ao vetor e ao vertebrado-reservatório (KUNO; CHANG, 2005). 

Animais selvagens ao se infectarem com arbovírus, e se tornarem virêmicos, mantem o ciclo 
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destes agentes na natureza transmitindo-os ao mosquito no momento do repasto sanguíneo. O 

ciclo enzoótico, caracterizado pela manutenção do vírus entre o vetor e vertebrados selvagens, 

eventualmente, pode sofrer um transbordamento (do inglês, spillover) de barreira nos 

hospedeiros-reservatório tradicionais passando a criar novos hospedeiros, que, podem ser 

animais domésticos e inclusive, seres humanos.  Entretanto, os seres humanos ao se infectarem 

com vários arbovírus, desenvolvem baixa viremia e não são capazes de infectar vetores. Por 

outro lado, hospedeiros-reservatório tradicionais podem infectar vetores com arbovírus que, por 

sua vez, podem transmitir o patógeno para seres humanos produzindo casos eventuais ou, até 

mesmo, epizootias. Alguns arbovírus se adaptam a ciclos urbanos envolvendo vetores 

mosquitos antropofílicos e seres humanos virêmicos como transmissores do vírus. Este é o caso 

do Flavivirus da Febre Amarela, dos 4 vírus do Dengue (DENV 1-4) e do vírus Zika 

(PLOWRIGHT et al., 2017; WEAVER et al., 2018).  

Ainda, com relação ao vírus Zika, este mostrou-se capaz de ser transmitido de humano 

para humano por via congênita e sexual (WEAVER et al., 2018). 

Os ciclos arbovíricos estão estreitamente conectados, visto que o vetor pode se infectar 

durante seu repasto sanguíneo em seres humanos e transmitir o agente para mamíferos do 

ambiente selvagem, como primatas não-humanos. O salto dos arbovírus de ciclo urbano para 

novos ciclos silvestres tem sido cada vez mais descrito e possivelmente, fatores como o 

desmatamento e a urbanização desenfreada, que aproximam seres humanos dos animais 

selvagens possíveis hospedeiros, facilitaria a transmissão vetorial, principalmente por 

mosquitos (FIGUEIREDO, 2019).  

A infestação mundial dos mosquitos antropofílicos Aedes, expõe cerca de 3,9 bilhões 

de pessoas aos DENV (KRAEMER et al, 2015; OMS, 2020). Segundo a Organização Mundial 

de Saúde (OMS), todos os anos são registradas cerca de 96 milhões de infecções sintomáticas 

e aproximadamente 40 mil mortes por Dengue no mundo, sendo essa a arbovirose mais 

prevalente (OMS, 2020). Assim, estes insetos são os animais mais assassinos do mundo, pois 

são capazes de causar mais mortes e doenças do que qualquer outro animal (CDC, 2015). 

Além de possuir vetores mosquitos do gênero Aedes, o Brasil é um território propício 

para a introdução e manutenção de diversas arboviroses. É um país de clima tropical com grande 

extensão de florestas, ocupando um terço de todo seu território, onde ocorre desmatamento para 

agricultura e pecuária. As cidades são infestadas por mosquitos do gênero Culex e Aedes, e 

existe um sistema pouco eficiente para controle desses vetores, fatores esses que possibilitam a 

emergência e reemergência de arboviroses (FIGUEIREDO, 2000; VASCONCELOS et al., 

2001; FIGUEIREDO, 2006; FIGUEIREDO, 2007). 
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Arbovírus, ao infectarem seres humanos, podem causar quadros assintomáticos, ou 

sintomáticos com doença febril aguda (Dengue-símile) com febre, dor de cabeça, dor nas 

articulações, prostração, exantema. Também, podem causar doenças mais graves como febres 

hemorrágicas e meningoencefalites (FIGUEIREDO, 2000; FIGUEIREDO, 2006; 

FIGUEIREDO, 2007).  

Sendo um nome de qualificação eminentemente epidemiológica, os arbovírus são 

classificados em diferentes famílias, como Arenaviridae, Orthomyxoviridae, Rhabdoviridae, 

Flaviviridae, Togaviridae, Nairoviridae, Peribunyaviridae, Phenuviridae, Reoviridae e 

Asfarviridae (SOUZA, 2017). 

 

1.2 FAMÍLIA Flaviviridae 

Em 1900 Walter Reed descobriu que o agente causador da Febre Amarela podia ser 

transferido de uma pessoa para outra a partir do sangue filtrado de uma pessoa infectada, e que 

esse agente era transmitido de um mosquito, mais especificamente o Aedes aegypti, para o 

homem (REED et al., 1900). Sendo esse o primeiro relato de um arbovírus. No entanto, o vírus 

da Febre Amarela (YFV) foi isolado somente em 1927, de um homem doente em Gana, por 

Adrian Stokes (STAPLES; MONATH, 2008). YFV pertence à família Flaviviridae que é 

composta por 4 gêneros e um total de 89 espécies. Os gêneros incluídos nessa família são o dos 

Flavivirus, com maior número de espécies, contendo 53 espécies. Hepacivirus, com 14 

espécies. Pegivirus e Pestivirus, com 11 espécies cada um (ICTV, 2021). O foco deste trabalho 

é o gênero Flavivirus. 

 

1.2.1 Gênero Flavivirus 

YFV pertence ao gênero Flavivirus, que inclui vírus envelopados de RNA com fita 

simples e polaridade positiva (ssRNA+), envolvido por um nucleocapsídeo. O genoma possui 

uma única fase de leitura aberta (ORF) flanqueada por duas regiões não traduzidas (do inglês 

untranslated region, UTR), 5’ e 3’. A ORF é traduzida em uma única poliproteína que é clivada 

em proteínas estruturais e não-estruturais por proteases virais e do próprio hospedeiro. As 

proteínas estruturais estão localizadas na porção N-terminal, seguida das não-estruturais até a 

porção C-terminal (LINDENBACH et al., 2013; ALZAHRANI et al., 2020). 

A replicação celular dos Flavivirus inicia-se com a endocitose mediada por receptor, 

proporcionando a ligação e absorção da partícula viral, como mostra a Figura 2. Com a redução 

no pH do endossomo ocorre a fusão do envelope do virion com a membrana da célula, seguida 

do desnudamento do nucleocapsídeo liberando o RNA viral no citoplasma, onde ocorre a 
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replicação. O RNA liberado funciona como RNA mensageiro (mRNA), ou seja, contém a 

mensagem pronta para que haja a replicação já no citoplasma, além de servir como molde para 

esta replicação. No citoplasma ocorre a tradução e processamento de uma poliproteína em 

associação com as membranas intracelulares associadas ao retículo endoplasmático (RE) e a 

partícula viral nascente é liberada pela via secretora da célula (LINDENBACH et al., 2013). 

 

Figura 2 - Esquema do processo replicativo dos Flavivirus 

 

Fonte: adaptado de LINDENBACH et al., 2013. 

 

Os Flavivirus possuem genoma de aproximadamente 11 kb. Morfologicamente são 

partículas virais icosaédricas de 50 nm de diâmetro, possuem três proteínas estruturais: capsídeo 

(C), pré-membrana (prM) e envelope (E), e sete não-estruturais: NS1, NS2A, NS2B, NS3, 

NS4A, NS4B e NS5. Seu genoma é capeado por cap do tipo 1, na extremidade 5’ UTR, que 

tem a função de proteger o RNA e auxiliar no reconhecimento pelo ribossomo ao dar início à 

tradução do RNA, produzindo as proteínas virais. A poliproteína dos Flavivirus é clivada por 
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peptidases de sinal da própria célula hospedeira e pela protease viral (NS3), formando suas três 

proteínas estruturais e as sete não-estruturais, como mostra a Figura 3 (LINDENBACH et al., 

2013; NEUFELDT et al., 2018; ALZAHRANI et al., 2020). 

 

Figura 3 – Organização do genoma dos Flavivirus 

 

Fonte: adaptado de NEUFELDT et al., 2018. 

 

As proteínas estruturais C, prM e E dão estrutura e constituem o envoltório da partícula 

viral. A proteína C, propicia a interação do genoma viral com a membrana do RE, possuindo 

uma porção hidrofóbica que se liga ao RNA viral e uma porção básica, que permite seu 

empacotamento (SOTCHEFF; ROUTH, 2020). A proteína E é a parte mais exposta da partícula 

viral e medeia a ligação e fusão da partícula durante a entrada do vírus na célula. Trata-se da 

porção mais imunogênica do virion e durante a montagem da partícula viral, juntamente com a 

proteína prM, é incorporada ao envelope viral formando picos heterotriméricos de prM-E, para 

evitar alterações conformacionais na proteína E e impedir a fusão da partícula viral às 

membranas do hospedeiro durante sua saída. A proteína M é uma pequena porção da prM, que 

é produzida durante o processo de maturação viral que ocorre na via secretora da célula. A 

partícula viral só se torna madura com a clivagem de prM, possibilitando a expressão de M, 

juntamente com a proteína E no envelope da partícula. Além da clivagem de prM, o virion 

nascente precisa ser exposto a pH neutro para que o fragmento pr seja liberado e haja fusão do 

mesmo à célula hospedeira (LINDENBACH et al., 2013; NEUFELDT et al., 2018; PIERSON; 

DIAMOND, 2020).  

O processo de maturação viral nem sempre é eficiente. Mesmo que muito semelhantes 

aos vírus maduros, vírus imaturos podem ter diferentes morfologias, comumente próximos de 

60 nm, e com espículas por prM e E na superfície, como mostra a Figura 4 (LINDENBACH et 

al., 2013; NEUFELDT et al., 2018; PIERSON; DIAMOND, 2020).  
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Figura 4 – Estruturas imatura e madura dos Flavivirus 

 

Fonte: adaptado de PIERSON; DIAMOND, 2020. 

 

Também, partículas virais imaturas costumam possuir menor quantidade de espículas 

formadas em superfície, podendo não compor todo o envelope da partícula. No entanto, mesmo 

sendo partículas imaturas, quando formadas em uma segunda infecção por DENV, podem ser 

reconhecidas por anticorpos específicos e entrar na célula, podendo sofrer maturação 

endossômica com a acidificação do pH, clivando a prM, liberando pr e infectando a célula. 

Provavelmente, este mecanismo ocorre em infecções secundárias por DENV devido à presença 

de altos níveis de anticorpos. Ainda, vírus incompletos, apenas apresentando a estrutura do 

envelope, sem capsídeo ou genoma, podem ser liberados. São partículas subvirais não 

infecciosas (LINDENBACH et al., 2013; PIERSON; DIAMOND, 2020). 

As proteínas não-estruturais dos Flavivirus atuam na replicação viral, no entanto, a 

função da maioria delas não está completamente esclarecida. A NS1 tem diversas funções, 

participando no complexo replicativo dos Flavivirus e no processo de maturação viral. NS1 

pode assumir uma forma hexamérica que é secretada o que permite seu uso como um 

biomarcador diagnóstico, além de modular o sistema imunológico e por esse motivo, tem sido 

utilizada como alvo vacinal (WATTERSON; MODHIRAN; YOUNG, 2016). Sugere-se que 

NS2A e NS4B estão envolvidas na ancoragem dos complexos de replicação em membranas 

celulares, além de aturem como antagonistas de interferon (IFN) do tipo I. NS2B e NS3 formam 

um complexo cofator da NS3, recrutando NS3 para o RE, onde atuam como protease na 

clivagem da poliproteína viral. NS3 também é essencial para a replicação e capeamento do 

RNA. NS4A atua produzindo uma curvatura de membrana do RE, permitindo a formação das 

fábricas virais. A NS5 tem atividade de RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) 
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responsável pela replicação do RNA viral e está envolvida no capeamento do genoma de RNA 

recém-sintetizado (LINDENBACH et al., 2013; NEUFELDT et al., 2018; PIERSON; 

DIAMOND, 2020). Além de ser a proteína mais conservada dos Flavivirus (BEST, 2017). 

Ainda, existe o peptídeo 2K, um peptídeo de sinal responsável pela inserção de NS4B na 

membrana do RE (NEUFELDT et al., 2018). 

Os Flavivirus infectam cerca de 400 milhões de pessoas no mundo anualmente 

(PIERSON; DIAMOND, 2020). Dentre os Flavivirus descritos no Brasil incluem-se os 

DENV1-4, YFV e ZIKV como os de maior importância (FIGUEIREDO, 2019). Em 2022, no 

Brasil, ocorreram mais de 1,3 milhões de casos prováveis de Dengue, sendo 1.410 casos graves 

e 975 óbitos (BRASIL, BOLETIM EPIDEMIOLÓGICO 1, 2022). A sintomatologia das 

infecções por Flavivirus é muito parecida o que compromete a diferenciação do diagnóstico a 

partir dos sintomas (THOMAS; MARTINEZ; ENDY, 2014).  

Sendo negligenciadas as arboviroses, costumam ter seus diagnósticos laboratoriais, 

incluindo o da maioria dos Flavivirus causadores de doença humana, só realizados em centros 

de pesquisa. Essa dificuldade diagnóstica leva ao desconhecimento sobre a real circulação de 

Flavivirus e outros arbovírus. 

Dos Flavivirus que causam doença humana no Brasil, selecionamos 5 para a realização 

do presente trabalho, os vírus: Cacipacoré (CPCV), Encefalite de Saint Louis (SLEV), YFV, 

Ilhéus (ILHV) e ZIKV. 

 

1.2.1.1 Vírus Cacipacoré 

O CPCV foi isolado pela primeira vez em 1977 de sangue do pássaro Tauoca 

(Formicarius analis), no Pará, perto do rio Cacipacoré (FIGUEIREDO, 2000). Em 1998, CPCV 

foi isolado de um carrapato (Amblyomma cajennense) coletado de uma capivara (Hydrochoerus 

hydrochaeris) doente no estado de São Paulo (FIGUEIREDO et al., 2017). Em 2011, foi 

descrita a primeira infecção humana por CPCV. Tratava-se de um paciente internado na unidade 

de terapia intensiva (UTI) com suspeita de leptospirose e Febre Amarela, cujo sangue mostrou-

se positivo para CPCV, o que foi confirmado por sequenciamento nucleotídico (BATISTA et 

al., 2011).  

CPCV agrupa-se com o sorogrupo do vírus da Encefalite Japonesa (JEV) (MOUREAU 

et al., 2015). No CPCV descreveram-se aminoácidos motivos de Flavivirus transmitidos por 

mosquitos e também, outros semelhantes aos de Flavivirus transmitidos por carrapato, 

ampliando as possibilidades de seus ciclos de transmissão (FIGUEIREDO et al., 2017). A 

presença de CPCV em pássaro (FIGUEIREDO, 2000), carrapato (FIGUEIREDO et al., 2017) 
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e a sorologia positiva em mamíferos domésticos, como cavalos (PAUVOLID-CORRÊA et al., 

2011), sugere ciclo de transmissão amplo, envolvendo diversos hospedeiros. Entretanto, são 

necessários mais estudos para melhor caracterizar CPCV, um vírus com potencial emergente 

no Brasil. 

 

1.2.1.2 Vírus da Encefalite de Saint Louis 

O SLEV existe em todas as Américas ocasionando surtos principalmente nos Estados 

Unidos da América (EUA) (ROSA et al., 2013; DIAZ et al., 2018). Possui um ciclo silvestre 

que envolve mosquitos Culex e aves migratórias, o que possibilita sua dispersão por todo o 

continente infectando seres humanos e equídeos (SWETNAM et al., 2020). Apesar do SLEV 

causar infecção e doença humana, produz baixa viremia, o que impede sua transmissão aos 

mosquitos (RIDENOUR et al., 2021). No entanto, alguns casos de infecções sintomáticas por 

SLEV evoluem com encefalites que resultam em 5-20% de óbitos (RIDENOUR et al., 2021). 

No Brasil, SLEV foi isolado pela primeira vez em 1960, de um pool de mosquitos 

Sabethes belisarioi (FIGUEIREDO, 2000). Estudos brasileiros relatam sorologia positiva 

contra SLEV em cavalos, seres humanos (COSTA et al., 2019) e em primatas não-humanos 

(ALMEIDA et al., 2019). Em 2006, observaram-se pacientes infectados com SLEV em meio a 

um surto de Dengue (MONDINI et al., 2007). A circulação de SLEV é silenciosa em equídeos 

e humanos (COSTA et al., 2019), sendo este vírus disseminado pelas Américas por aves 

migratórias. Portanto, não pode ser ignorada a presença do SLEV em ambientes propícios para 

sua disseminação (SWETNAM et al., 2020). Mais estudos são necessários sobre o SLEV, sua 

manutenção na natureza, sua epidemiologia e patogenia.   

 

1.2.1.3 Vírus da Febre Amarela 

Caracterizado pela icterícia nas infecções humanas, YFV, um velho conhecido da 

humanidade, causando gravíssimas epidemias desde o Século XVI, foi isolado pela primeira 

vez em 1927 (MONATH; VASCONCELOS, 2015). Após o isolamento do YFV, Max Theiler 

e colaboradores começaram a realizar passagens dessa cepa em cérebro de camundongos e em 

ovos embrionados para atenuar o vírus. Depois de quase 200 passagens obteve-se a cepa 17D 

do vírus da Febre Amarela, a cepa vacinal, contida na vacina utilizada até hoje. Uma vacina 

eficaz e segura. No entanto, por ser uma vacina de vírus vivo-atenuado, indivíduos 

imunocomprometidos não devem ser imunizados com a vacina (FIGUEIREDO; FONSECA, 

2015). A partir da definição da cepa 17D, foram realizadas mais passagens, obtendo-se a cepa 

17DD, utilizada na imunização contra YFV no Brasil (SANTOS et al., 1995). 
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Atualmente YFV possui ciclo urbano e ciclo enzoótico (MONATH; VASCONCELOS, 

2015). Transmitido por mosquito Aedes aegypti, em ciclo urbano, e por mosquitos do gênero 

Hemagogus, da copa das árvores, capazes de transmitir o vírus para primatas não-humanos 

mantendo o ciclo silvestre de YFV (FIGUEIREDO, 2019). Devido à vacinação e aos programas 

de controle do vetor, ambos iniciados em meados de 1940 no Brasil, os casos diminuíram ao 

ponto de o ciclo urbano ter sido erradicado em 1942 (CUNHA et al., 2019). O último surto de 

Febre Amarela no Brasil ocorreu entre 2016 e 2017 levando ao óbito cerca de 270 pessoas, 

vivendo em áreas de baixa cobertura vacinal (FIGUEIREDO, 2019; CUNHA et al., 2019).  

Devido à probabilidade de ocorrência de epizootias de YFV a cobertura vacinal de mais 

de 90% da população é necessária para evitar os surtos humanos. Também, o controle do vetor 

urbano, o Aedes aegypti e a conscientização da população contribuem para evitar a circulação 

do vírus e a reurbanização da Febre Amarela. 

 

1.2.1.4 Vírus Ilhéus 

O ILHV foi isolado pela primeira vez de mosquitos do gênero Aedes e Psorophora em 

1944, na cidade de Ilhéus, Bahia, durante um inquérito epidemiológico de YFV 

(FIGUEIREDO, 2000). Seu ciclo enzoótico inclui pássaros e mosquitos de diferentes gêneros, 

sendo Psorophora seu provável vetor primário (VIEIRA et al., 2019; MILHIM et al., 2020). 

Este vírus causa infecções em seres humanos. Os isolados humanos, mesmo que esporádicos, 

são provenientes de diferentes países presentes na América do Sul, instigando uma ampla zona 

de transmissão para esse vírus (SPENCE; ANDERSON; DOWNS, 1962; SRIHONGSE; 

JOHNSON, 1967; PRÍAS-LANDÍNEZ; BERNAL-CUBIDES; MORALES-ALARCÓN, 

1968; PANON; FAURAN; DIGOUTTE, 1979; JOHNSON et al., 2007; MILHIM et al., 2020). 

No Brasil, foi responsável pelo desenvolvimento de encefalite em um idoso, que veio a óbito, 

sendo este o primeiro relato de caso fatal decorrente de infecção por ILHV (MILHIM et al., 

2020). 

ILHV já foi isolado de mosquitos (AITKEN; ANDERSON; DOWNS, 1956; DE 

RODANICHE, 1956; DE RODANICHE; GALINDO, 1957; DE RODANICHE; GALINDO, 

1963; PAUVOLID-CORRÊA et al., 2013; VIEIRA et al., 2019; CUNHA et al., 2020) e 

pássaros (GALINDO; DE RODANICHE, 1961; PEREIRA et al., 2001). Além disso, estudos 

realizados para avaliar a presença de anticorpos contra ILHV observaram infecções em pássaros 

(PEREIRA et al., 2001), roedores (DÉGALLIER et al., 1992), cavalos (PAUVOLID-CORRÊA 

et al., 2011) e primatas não-humanos (MORALES et al., 2017; ALMEIDA et al., 2019). 
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Considerando a diversidade de hospedeiros, de vetores e a gravidade que a doença 

causada por ILHV pode causar, são necessários mais estudos para entender melhor sua infecção 

e epidemiologia no Brasil. 

 

1.2.1.5 Vírus Zika 

ZIKV foi isolado pela primeira vez do sangue de um macaco Rhesus (Macaca mulatta) 

sentinela febril em 1947, na floresta de Zika, em Uganda (DICK; KITCHEN; HADDOW, 

1952). É um vírus transmitido por mosquitos do gênero Aedes, seu ciclo de transmissão é 

enzoótico, mantido por primatas não-humanos e mosquitos. No entanto, pode causar infecção 

e doença humana (PIELNAA et al., 2020). Sua transmissão também pode ser sexual ou vertical 

(PIERSON; DIAMOND, 2018). 

Atualmente descrevem-se 2 linhagens de ZIKV, a linhagem africana e a asiática 

(FARIA et al., 2016). A segunda, causou os três principais surtos de Zika no mundo. O primeiro 

surto de ZIKV foi identificado em 2007, causando doença febril na ilha Yap, na Micronésia, 

com exantema, conjuntivite e artralgia (DUFFY et al., 2009). O segundo, em 2013. Proveniente 

das cepas do surto de 2007, foi descrito um surto na Polinésia Francesa. Nesse surto descreveu-

se um aumento em 20 vezes na incidência de casos da síndrome de Guillain-Barré (SGB), sendo 

esse o primeiro relato sobre a relação da infecção por ZIKV com a síndrome (OEHLER et al., 

2014). A síndrome de Guillain-Barré é uma doença inflamatória aguda que geralmente produz 

parestesia, fraqueza e dor muscular, com a possibilidade de progredir para paralisia e até a morte 

(PIERSON; DIAMOND, 2018). No início de 2015, no Brasil, foram notificados os primeiros 

casos autóctones por ZIKV, em Natal, Rio Grande do Norte, causando quadros semelhantes aos 

dos DENV, com artralgia, edema nas extremidades, febre moderada, exantema, dor de cabeça, 

dor ocular, conjuntivite, vertigem e desordem digestiva (ZANLUCA et al, 2015).  

Entretanto, em 2015, no mês de setembro, começou a ser observado um grande aumento 

no número de nascituros com microcefalia o que foi associado e depois confirmado como casos 

de infecção congênita por ZIKV (BRASIL, 2017). De novembro de 2015 a dezembro de 2022, 

foram confirmados 1.852 casos de síndrome congênita do Zika (SCZ), dos quais 239 vieram à 

óbito (BRASIL, BOLETIM EPIDEMIOLÓGICO 2, 2022). A SCZ pode resultar em morte fetal 

e em problemas no desenvolvimento neurológico dos nascituros, comumente resultando em 

microcefalia. Essas crianças apresentam comprometimento motor grave, distúrbios 

convulsivos, anormalidades auditivas e visuais e dificuldades para dormir. A chance de 

desenvolvimento adequado e saudável dos microencefálicos é muito limitada, necessitando de 

apoio a longo prazo o que produz enorme impacto social (PIERSON; DIAMOND, 2018).  
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Em 2017 os casos de microcefalia diminuíram, no entanto, ainda há circulação do Zika 

no Brasil (BRASIL, BOLETIM EPIDEMIOLÓGICO 2, 2022). Devido ao seu potencial 

emergente e às complicações relacionadas à infecção, o desenvolvimento de vacinas capazes 

de prevenir a infecção e/ou a SCZ é de suma importância. O vírus Zika pode reemergir a 

qualquer momento em países como o Brasil. 
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Esta Dissertação inclui 2 partes que são mostradas em: 

Parte 1: Caracterização do tropismo celular de Flavivirus do Brasil 

Parte 2: Construção de vírus vacinal da Febre Amarela e deste vírus 

recombinante com proteínas do vírus Zika 
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Parte 1: 

Caracterização do tropismo celular de 

Flavivirus do Brasil 

 

1 INTRODUÇÃO 

1.1 ESTUDOS in vitro 

Ainda que artificiais e limitados, estudos in vitro são necessários à pesquisa (CHESNUT 

et al., 2019). Vírus são parasitas intracelulares, por conseguinte, o primeiro passo utilizado em 

virologia é o cultivo celular in vitro para propagação ou isolamento de espécies virais. Estudos 

in vitro podem ser realizados para identificação e classificação viral, patogênese viral, além de 

serem utilizados para validação de medicamentos e vacinas (BENZARTI; GARIGLIANY, 

2020).  

Também, estudos in vivo são necessários para obtenção de resultados adicionais mais 

fidedignos. No entanto, estudos in vitro podem predizer resultados in vivo, proporcionando 

ganho de tempo e dinheiro, além de poupar a vida de seres vivos. É claro que após obtenção de 

resultados preliminares in vitro, torna-se necessária a validação in vivo (CHESNUT et al., 

2019). Dessa forma, a evolução de metodologias para cultivo celular tem resultado em dados 

estatísticos de redução no número de animais utilizados em pesquisa, respeitando as leis éticas 

para animais (PAMIES; HARTUNG, 2016) 

Os cultivos celulares mais utilizados em virologia incluem os de células Vero, BHK e 

C6/36, pela susceptibilidade de replicação viral nas mesmas, amplificando os teores de vírus 

(CHESNUT et al., 2019). No entanto, outras células vem sendo cada vez mais utilizadas por 

oferecerem susceptibilidade a vírus, o que aumenta possibilidades de pesquisas na área de 

virologia.  

Por outro lado, células de uma mesma linhagem podem não se comportar da mesma 

forma em lugares/laboratórios diferentes, onde variam os métodos de cultivo incluindo o 

número de passagens da linhagem celular. Sabe-se que quanto maior o número de passagens, 

maior o acúmulo de mutações. Por isso, é necessário cuidado ao interpretar e discutir resultados 

obtidos (BENZARTI; GARIGLIANY, 2020). 
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Para alguns vírus, principalmente os não-endêmicos, costuma haver escassez de estudos 

avaliando a replicação e tropismo viral o que prejudica o conhecimento sobre esses 

microrganismos (BENZARTI; GARIGLIANY, 2020). No presente estudo, observamos que 

existem escassos trabalhos pressupondo o tipo de infecção esperada caso haja uma emergência 

dos Flavivírus Cacipacoré (CPCV) e Ilhéus (ILHV) quando comparamos ao vírus Zika (ZIKV), 

causador de graves epidemias e sobre o qual existem centenas de trabalhos decifrando o vírus, 

sua infecção, tropismo e doença (MINER; DIAMOND, 2018). 

 

1.2 O TROPISMO DOS Flavivirus 

Mesmo pertencendo à mesma família, os Flavivirus não se comportam igualmente no 

organismo humano, causando distintas doenças sistêmicas, como DENV e YFV, algumas 

neurotrópicas, como as por ILHV, vírus West Nile (WNV), SLEV, vírus da encefalite japonesa 

(JEV) e ZIKV (RIVAROLA et al., 2017; PIERSON; DIAMOND, 2020).  

Para melhor explicar a forma que tais vírus agem no organismo humano, são realizados 

estudos de susceptibilidade viral frente a diferentes linhagens celulares (BAKONYI et al., 2005; 

RIBEIRO et al., 2018; DAI et al., 2021). Chan e colaboradores (2016) avaliaram a 

susceptibilidade do ZIKV a diversas linhagens celulares: células de placenta, de tecido nervoso, 

músculo, pulmão, rim, fígado, testículo, intestino e retina, sendo tais células de diferentes 

espécies animais. A maioria dos achados corroborou o observado na maioria dos casos humanos 

sintomáticos, inclusive o descrito em casos com manifestações pouco comuns, como o da 

menina com ZIKV que teve grave anemia e veio a óbito. Nesse caso, também, houve 

desconforto respiratório e a paciente necessitou de ventilação mecânica. O estudo, de Chan 

observou a replicação crescente do ZIKV em células pulmonares, que poderia estar relacionada 

ao caso mencionado.  

Assim, nosso estudo busca trazer informações sobre a susceptibilidade a linhagens 

celulares de diferentes órgãos humanos a Flavivirus causadores de epidemias (como SLEV e 

ZIKV) e outros, causadores de casos humanos esporádicos mas com potencial emergente (como 

CPCV e ILHV), e ainda o vírus vacinal da Febre Amarela (YFV17DD). Nosso estudo também, 

inclui linhagens celulares de macaco e mosquito, visando a conhecer melhor o tropismo viral. 

O estudo, ainda, oferece informação sobre o que ocorre após imunização anti-amarílica com 

YFV17DD. 
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1.2.1 Dose Infecciosa para 50% da Cultura de Tecidos (TCID50) 

A infecciosidade de um vírus é sua capacidade fundamental. Para saber essa 

infecciosidade utiliza-se a quantificação viral nos cultivos celulares. O teor ou título de um dado 

vírus é fornecido como quantidade de partículas virais infeciosas, por unidade de volume, 

comumente mililitros (mL) (LEI et al., 2020). 

O ensaio de plaque (área comumente arredondada onde morrem todas as células numa 

camada de cultura celular, identificável a olho nu após coloração) é uma metodologia muito 

utilizada para quantificação (titulação) viral (SMITHER et al., 2013). No entanto, nem todo 

vírus e nem toda cultura celular permite que se observem plaques (HAMMARLUND et al., 

2012; LÜLF et al., 2016). Como alternativa, existe outra metodologia muito utilizada para a 

titulação viral, o ensaio da Dose Infecciosa para 50% da Cultura de Tecidos - TCID50 

(SMITHER et al., 2013). TCID50 permite definir a diluição de uma dada solução viral 

necessária para infectar e causar efeito citopático - ECP (morte ou grande alteração celular) em 

50% das células em uma determinada cultura celular (LEI et al., 2020). A detecção do ECP é 

feita por observação a olho nu dos poços corados após coloração com solução corante de Cristal 

Violeta, comparando os poços infectados aos poços não infectados, que se mantém com a 

monocamada íntegra. Nesse caso o título viral é fornecido em TCID50/mL utilizando o método 

de cálculo descrito por Reed e Muench (REED; MUENCH, 1938), mostrado na Figura 5. 

 

Figura 5 – Fórmula para cálculo do título viral por TCID50, segundo Reed e Muench 

 

Fonte: adaptado de REED; MUENCH, 1938. 

 

Em diversos estudos de cinética de replicação viral em cultura celular o título dos vírus 

é exibido em TCID50/mL (BAKONYI et al., 2005; SVENSSON et al., 1999; BRIEN et al., 

2013; SMITHER et al., 2013; AGBULOS et al., 2016; KARAKUS et al., 2018; SMITH et al., 

2019; AMANAT et al., 2020; MENDOZA et al., 2020; AMARILLA et al., 2021). Portanto, 

essa foi a metodologia utilizada neste trabalho para quantificar teores virais nos estoques e em 

outras situações ocorridas durante o estudo. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Caracterizar o tropismo de diferentes Flavivirus brasileiros por células dos tecidos de 

diferentes órgãos identificando novas linhagens celulares susceptíveis. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

• Realizar estudos da cinética replicativa viral para CPCV, ILHV, SLEV, YFV17DD e 

ZIKV nas células Caco-2, Calu-3, C6/36, HEK293T, HeLa, HUVEC, U251-MG, Vero CCL81 

e Vero E6. 

• Fazer titulação viral TCID50 0 a 72 horas pós-infecção em células Caco-2, Calu-3, 

C6/36, HEK293T, HeLa, HUVEC, U251-MG, Vero CCL81 e Vero E6, para vírus CPCV, 

ILHV, SLEV, YFV17DD e ZIKV. 

• Avaliar a susceptibilidade das células Caco-2, Calu-3, C6/36, HEK293T, HeLa, 

HUVEC, U251-MG, Vero CCL81 e Vero E6, aos vírus CPCV, ILHV, SLEV, YFV17DD e 

ZIKV, buscando conhecer seus tropismos aos tecidos. 

• Conhecer linhagens celulares susceptíveis para a amplificação de CPCV, ILHV, 

SLEV, YFV17DD e ZIKV. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

Este trabalho foi realizado no Centro de Pesquisa em Virologia da Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo. 

 

3.1 CÉLULAS 

Células de adenocarcinoma colorretal humano (Caco-2), células embrionárias de rim 

humano (HEK293T), célula de adenocarcinoma cervical humano (HeLa), células endoteliais da 

veia do cordão umbilical humano (HUVEC), células de glioblastoma humano (U251-MG) e 

células de rim de macaco verde africano (Vero CCL81 e Vero E6) foram mantidas em meio 

Dulbecco MEM (DMEM; Vitrocell, BRA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB; 

Vitrocell, BRA) em estufa, a 37ºC e com 5% de atmosfera com CO2. Células de 

adenocarcinoma de pulmão humano (Calu-3) foram mantidas em meio Dulbecco MEM 

(DMEM; Vitrocell, BRA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB; Vitrocell, BRA) 

e 1x MEM Non-essential Amino Acid Solution (100×) (Sigma-Aldrich, EUA), em estufa, a 37ºC 

e com 5% de atmosfera com CO2. Células de larva de Aedes albopictus (C6/36) foram mantidas 

em meio Leibovitz (L-15; Vitrocell, BRA) suplementado com 10% de SFB em estufa, a 25ºC. 

Após infecção as células foram mantidas em seu respectivo meio de cultura substituído por 2% 

de SFB. Todos os meios de cultura utilizados continham 1% de solução antibiótica contendo 

Penicilina-Estreptomicina (Sigma-Aldrich, EUA). 

As células Caco-2, Calu-3, HeLa e HUVEC foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. 

Ronaldo Bragança Martins Júnior e pelo Me. pesquisadores neste Carlos Fabiano Capato, 

o laboratório do Prof. Eurico de Arruda Neto.Centro de Pesquisa em Virologia, n  

 

3.2 VÍRUS 

Os Flavivirus utilizados neste estudo são: Cacipacoré (CPCV - número do GenBank: 

NC_026623.1), Ilhéus (ILHV- número do GenBank: NC_009028.2), Encefalite de Saint Louis 

(SLEV- número do GenBank: NC_007580.2), pertencentes ao Banco de Arbovírus do Centro 

de Pesquisa em Virologia (FMRP-USP) no laboratório do Prof. Luiz Tadeu Moraes Figueiredo.  

Febre Amarela vacinal (YF17DD - número do GenBank: U17066.1) e Zika (ZIKV- número do 

GenBank: KU321639.1), gentilmente cedidos pelo Me. Vitor Gonçalves Floriano, pesquisador 

deste Centro de Pesquisa em Virologia, no laboratório do Prof. Benedito Antônio Lopes da 

Fonseca. Os estoques virais foram feitos em células Vero CCL81. Para tanto, fazia-se a 

respectiva infecção e após observar ECP, o sobrenadante da cultura celular era coletado e 
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armazenado a -80ºC. Os vírus contidos nos estoques foram quantificados por método TCID50 

(AMARILLA et al., 2021).  

 

3.3 CURVAS DE CRESCIMENTO VIRAL  

Para as curvas de crescimento viral infectavam-se células em duplicata com CPCV, 

ILHV, SLEV, YFV17DD e ZIKV na multiplicidade de infecção (MOI) de 0,01 de vírus por 

célula contida nas colônias de células Caco-2, Calu-3, C6/36, HEK-293T, HeLa, HUVEC, 

U251-MG, Vero CCL81 e Vero E6. Após a infecção, sobrenadantes do cultivo foram coletados 

em 0 hora, 24 horas, 48 horas e 72 horas e os vírus foram quantificados em TCID50 

(AMARILLA et al., 2021). 

Para a quantificação, foram colocadas 4x104 células Vero CCL81, por poço da 

microplaca de 96 wells. No dia seguinte os sobrenadantes coletados foram submetidos a 

diluição decimal em meio DMEM com 2% de SFB. Por poço foram adicionados 100 µL de 

cada diluição em triplicata. Quatro dias após a infecção o inóculo era retirado e as células 

fixadas por uma noite com 10% de formaldeído à temperatura ambiente e coradas por 1 hora 

com solução de cristal violeta 0,2 % para evidenciar orifícios em que havia ECP (células 

mortas). A solução corante era removida, as placas eram lavadas com água corrente e secas a 

temperatura ambiente e eram observadas olho nu. O título viral, com base em orifícios 

infectados (com ECP) era calculado por método de Reed e Muench (1938). 

 

3.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

A análise estatística comparando as infecções por vírus nos diferentes tempos pós-

infecção, nas diferentes linhagens celulares, foi feito por ANOVA de duas vias e o teste de 

múltiplas comparações de Tukey, para p < 0,05. As análises foram realizadas com auxílio do 

programa GraphPad Prism 8.0.1. 
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4 RESULTADOS 

A susceptibilidade das linhagens celulares Caco-2, Calu-3, C6/36, HEK293 T, HeLa, 

Huvec, U-251 MG, Vero CCL81 e Vero E6 a CPCV, ILHV, SLEV, YFV17DD e ZIKV foi 

avaliada pelas curvas temporais (0, 24, 48 e 72 horas pós-infecção) de crescimento desses vírus, 

obtida pela coleta de sobrenadantes da cultura.  

Observou-se teores crescentes de vírus 0, 24, 48 e 72 horas pós-infecção, nas células 

Caco-2 como mostra a Figura 6. Todos os vírus aumentaram seus títulos de 102 a 108 

TCID50/mL. 24 horas pós-infecção CPCV manteve o título viral de 108 TCID50/mL até 72 h.p.i. 

ILHV, SLEV, YFV17DD e ZIKV tiveram seus títulos aumentados 48h pós-infecção, tcom 103 

a 106 TCID50/mL, mantendo-o 72h pós-infecção. Fez exceção ILHV, que aumentou seu título 

para 107 TCID50/mL. Portanto, às células Caco-2 foram mais susceptíveis a ILHV do que a 

SLEV, YFV17DD e ZIKV (p < 0,05). Também, as células Caco-2 foram menos susceptíveis 

ao SLEV que YFV17DD e ZIKV (p < 0,05). 

 

Figura 6 – Cinética de crescimento temporal dos Flavivirus em células Caco-2 
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Foram analisados CPCV (círculo), ILHV (quadrado), SLEV (triângulo), YFV17DD (triângulo invertido) 

e ZIKV (losango) em células CACO-2. As células CACO-2 foram infectadas com 0,01 MOI e os 

sobrenadantes do cultivo celular coletados 0, 24, 48 e 72 horas após a infecção.YFV17DD e ZIKV e 

encontram sobrepostos no gráfico 

 

As células Calu-3 mostraram susceptibilidade mais variável aos Flavivirus testados 

como mostra a Figura 7. Apenas CPCV elevou seus teores exponencialmente ao longo do tempo 

pós-infecção, de 102 TCID50/mL em 24h para 107 TCID50/mL em 72h. ILHV exibiu replicação 

crescente até 48 h.p.i. a 102 TCID50/mL, no entanto, reduziu seus teores a 101 TCID50/mL em 

72 h.p.i. SLEV, YFV17DD e ZIKV exibiram-se em teores detectáveis apenas 48 h.p.i. e estes 
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se elevaram a 102 TCID50/mL em 72 h.p.i. A susceptibilidade das células Calu-3 a CPCV 

mostrou-se maior que aquela a ILHV, SLEV, YFV17DD e ZIKV 24 e 48 h.p.i. (p < 0,05).  

Ainda, células Calu-3 mostraram-se menos susceptíveis a ILHV e SLEV que a YFV17DD, 72 

h.p.i. (p < 0,05).  

 

Figura 7 – Cinética de crescimento temporal dos Flavivirus em células Calu-3 
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Foram analisados CPCV (círculo), ILHV (quadrado), SLEV (triângulo), YFV17DD (triângulo 

invertido) e ZIKV (losango) em células Calu-3. As células Calu-3 foram infectadas com 0,01 MOI e os 

sobrenadantes do cultivo celular coletados 0, 24, 48 e 72 horas após a infecção. 

 

Nas células C6/36, mostradas na Figura 8 os vírus CPCV e ILHV apresentaram teores 

crescentes de 0 a 48 h.p.i, de 103 e 102 TCID50/mL em 24h.p.i, respectivamente e 105 e 103 

TCID50/mL, respectivamente. Com 72h.p.i. CPCV reduziu seu título (104 TCID50/mL) quando 

comparado a tempo 48h.p.i. ILHV elevou seus teores 48 h.p.i. 106 TCID50/mL. SLEV não foi 

detectado nos tempos pós infecção do estudo. YFV17DD e ZIKV comportaram-se de forma 

semelhante, não foram detectados até 48 h.p.i. mas exibiram teores de 103 e 102 TCID50/mL 72 

h.p.i, respectivamente. Houve diferença entre a susceptibilidade das células C6/36 a SLEV e 

YFV17DD 72 h.p.i. (p < 0,05). 
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Figura 8 – Cinética de crescimento temporal dos Flavivirus em células C6/36 
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Foram analisados CPCV (círculo), ILHV (quadrado), SLEV (triângulo), YFV17DD (triângulo invertido) 

e ZIKV (losango) em células C6/36. As células C6/36 foram infectadas com 0,01 MOI e os sobrenadantes 

do cultivo celular coletados 0, 24, 48 e 72 horas após a infecção. 
 

Em células HEK293T o CPCV mostrou título de 109 TCID50/mL 24 h.p.i. com queda 

48 h.p.i e manutenção 72 h.p.i (108 TCID50/mL), como mostra a Figura 9. ILHV apresentou 

elevação nos seus teores até 48 h.p.i., 103 e 105 TCID50/mL e não foi detectado 72 h.p.i. SLEV 

e ZIKV foram detectados, em título de 102 TCID50/mL apenas 72 h.p.i. YFV17DD não foi 

detectado pós-infecção nessa linhagem celular. As células HEK293T mostraram-se mais 

susceptíveis ao CPCV que aos SLEV, YFV17DD e ZIKV (p < 0,05).  As células HEK293T 

mostraram-se mais susceptíveis aos ILHV que aos SLEV, YFV17DD e ZIKV 24 h.p.i (p < 

0,05). 
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Figura 9 – Cinética de crescimento temporal dos Flavivirus em células HEK293T 
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Foram analisados CPCV (círculo), ILHV (quadrado), SLEV (triângulo), YFV17DD (triângulo invertido) 

e ZIKV (losango) em células HEK293T. As células HEK293T foram infectadas com 0,01 MOI e os 

sobrenadantes do cultivo celular coletados 0, 24, 48 e 72 horas após a infecção. 

 

Na linhagem celular HeLa, mostrada na Figura 10, todos os Flavivirus analisados 

replicaram com elevação temporal de seus títulos de 100 a 107 TCID50/mL. CPCV manteve seu 

título até 72 h.p.i., 107 TCID50/mL. ILHV e SLEV tiveram aumento nos tempos seguintes pós-

infecção, 104 e 102 TCID50/mL, respectivamente, No entanto, ILHV reduziu seu título 72 h.p.i., 

103 TCID50/mL, enquanto o de SLEV se manteve, 102 TCID50/mL. YFV17DD e ZIKV 

reduziram seus títulos 48 e 72 h.p.i., de ZIKV, 103 a 102 TCID50/mL, respectivamente, ´ 

YFV17DD não foi detectado 48 e 72 h.p.i. A linhagem celular HeLa mostrou-se mais 

susceptível à infecção por ILHV 24 h.p.i que para SLEV, YFV17DD e ZIKV (p < 0,05). 

Também, a linhagem celular HeLa foi mais susceptível ao SLEV que a YFV17DD e ZIKV. 

Nas amostras de 48 h.p.i a linhagem celular HeLa mostrou-se mais susceptível ao SLEV que 

aos vírus YFV17DD e ZIKV (p < 0,05). Ainda, as células Hela foram mais susceptíveis ao 

ZIKV 48 h.p.i e 72 h.p.i quando comparada ao YFV17DD (p < 0,05). 
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Figura 10 – Cinética de crescimento temporal dos Flavivirus em células HeLa 
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Foram analisados CPCV (círculo), ILHV (quadrado), SLEV (triângulo), YFV17DD (triângulo invertido) 

e ZIKV (losango) em células HeLa. As células HeLa foram infectadas com 0,01 MOI e os sobrenadantes 

do cultivo celular coletados 0, 24, 48 e 72 horas após a infecção. 

 

Sendo mais sensíveis e por perderem facilmente a aderência, as células HUVEC em 

cultura, após a adsorção viral por 1 hora, foram lavadas nos poços por apenas 3 vezes e não 5 

como as outras linhagens. Nestas células, observou-se ECP no tempo 0h.p.i. provavelmente por 

resquício de partículas virais no sobrenadante mesmo após as 3 lavagens. Também, observou-

se que os Flavivirus analisados exibiram títulos crescentes de 24 a 72 h.p.i., 100 a 108 

TCID50/mL em 24 h.p.i. e todos apresentaram 107 TCID50/mL 72 h.p.i, confirmando a 

susceptibilidade destas células HUVEC, como mostra a Figura 11. as células HUVEC 

mostraram maior susceptibilidade a YFV17DD e ZIKV 24 h.p.i. quando comparados ao SLEV 

(p < 0,05). As células HUVEC foram mais susceptíveis a YFV17DD que ao ZIKV (p < 0,05). 

Ainda, as células HUVEC foram mais susceptíveis ao CPCV 48 h.p.i. que a ILHV, SLEV, 

YFV17DD e ZIKV (p < 0,05). Nesse mesmo tempo, ILHV causou mais susceptibilidade que 

SLEV (p < 0,05). Finalmente, as células HUVEC foram mais susceptíveis ao CPCV em 72 

h.p.i. que a YFV17DD e ZIKV (p < 0,05). 
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Figura 11 – Cinética de crescimento temporal dos Flavivirus em células HUVEC 
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Foram analisados CPCV (círculo), ILHV (quadrado), SLEV (triângulo), YFV17DD (triângulo 

invertido) e ZIKV (losango) em células HUVEC. As células HUVEC foram infectadas com 0,01 MOI 

e os sobrenadantes do cultivo celular coletados 0, 24, 48 e 72 horas após a infecção 

 

Nas células U251 MG mostradas na Figura 12, observou-se elevação consecutiva no 

título do CPCV entre 0 e 48 h.p.i., 100 a 107 TCID50/mL, com redução 72 h.p.i, 106 TCID50/mL. 

ILHV apresentou elevação no título 24 h.p.i., 104 TCID50/mL, mantendo-se assim 72 h.p.i. 

ZIKV elevou o título 24 h.p.i., 103 TCID50/mL, com queda consecutiva 48h.p.i., 102 TCID50/mL 

e não sendo detectado 72 h.p.i. SLEV e YFV17DD não foram detectados após infecçnao desta 

linhagem celular. As células U251 MG mais susceptíveis a ILHV 24 h.p.i que SLEV, 

YFV17DD E ZIKV (p < 0,05).  às células U-251 MG que os vírus SLEV, YFV17DD E ZIKV. 

As células U251 MG mostraram-se mais susceptíveis a ZIKV comparado a SLEV e YFV17DD 

e mais susceptíveis (p < 0,05). Finalmente, as células U251 MG mostraram-se mais susceptíveis 

a CPCV que os outros 4 vírus do estudo (p < 0,05).  
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Figura 12 – Cinética de crescimento temporal dos Flavivirus em células U-251MG 
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Foram analisados CPCV (círculo), ILHV (quadrado), SLEV (triângulo), YFV17DD (triângulo invertido) 

e ZIKV (losango) em células U-251 MG. As células U-251 MG foram infectadas com 0,01 MOI e os 

sobrenadantes do cultivo celular coletados 0, 24, 48 e 72 horas após a infecção. 

 

Na linhagem celular Vero CCL81, mostrada na Figura 13, todos os vírus apresentaram 

um mesmo perfil de infecção, com aumento do título viral 24 e 48 h.p.i. e queda deste título em 

72 h.p.i, de 102 a 107 TCID50/mL 24 h.p.i, 106 a 109 TCID50/mL 48 h.p.i, e 100 a 105 TCID50/mL 

72 h.p.i. A linhagem celular Vero CCL81 exibiu maior susceptibilidade a ZIKV 24 h.p.i. que a 

SLEV e YFV17DD (p < 0,05). No tempo 48 h.p.i., as células Vero CCL81 exibiram maior 

susceptibilidade a YFV17DD e ZIKV que ao SLEV (p < 0,05). E em 72 h.p.i. o YFV17DD 

produziu maior susceptibilidade que CPCV, ILHV e ZIKV (p < 0,05). 
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Figura 13 – Cinética de crescimento temporal dos Flavivirus em células Vero CCL81 
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Foram analisados CPCV (círculo), ILHV (quadrado), SLEV (triângulo), YFV17DD (triângulo invertido) 

e ZIKV (losango) em células Vero CCL81. As células Vero CCL81 foram infectadas com 0,01 MOI e os 

sobrenadantes do cultivo celular coletados 0, 24, 48 e 72 horas após a infecção. 

 

Na infecção das células Vero E6, mostradas na Figura 14, CPCV elevou seus teores de 

forma crescente, de 105 a 107 TCID50/mL. ILHV elevou seu título 24 e 48 h.p.i., 103 a 105 

TCID50/mL, respectivamente, com queda em 72 h.p.i, 103 TCID50/mL. SLEV e ZIKV elevaram 

seus títulos 48 h.p.i., a 102 TCID50/mL e este se manteve até 72 h.p.i. YFV17DD foi detectado 

apenas 72 h.p.i., com 102 TCID50/mL. As células Vero E6 foram mais susceptíveis a ILHV 48 

e 72 h.p.i. comparadas a SLEV, YFV17DD e ZIKV (p < 0,05). Finalmente, as células Vero E6 

foram mais susceptíveis a SLEV e ZIKV que ao YFV17DD 48 h.p.i (p < 0,05).  
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Figura 14 – Cinética de crescimento temporal dos Flavivirus em células Vero E6 
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Foram analisados CPCV (círculo), ILHV (quadrado), SLEV (triângulo), YFV17DD (triângulo invertido) 

e ZIKV (losango) em células Vero E6. As células Vero E6 foram infectadas com 0,01 MOI e os 

sobrenadantes do cultivo celular coletados 0, 24, 48 e 72 horas após a infecção. 
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5 DISCUSSÃO 

Estudos com infecções de Flavivirus como ZIKV, JEV e WNV para avaliar a 

susceptibilidade de células epiteliais nasais (VIELLE et al., 2019), DENV e ZIKV em células 

C6/36 (SHAH et al., 2018), YFV17D e WNV em células Vero 76 (REIS et al., 2021), tiveram 

o sobrenadante coletado 72 horas pós-infecção, permitindo observar adequadamente o resultado 

da infecção viral, inclusive a cinética de replicação dos Flavivirus. Por isso, nosso estudo de 

cinética replicativa, também, foi realizado de 0 a 72 horas após a infecção o que nos permitiu 

observar a susceptibilidade das células aos vírus do estudo.  

A metodologia utilizada para obtenção do teor viral nos permitiu ver a olho nu os locais 

onde houve morte celular nos poços das placas coradas com cristal violeta. Para a leitura a olho 

nu, é necessário que as placas sejam observadas contra a luz, comparando os poços contendo 

vírus aos poços contendo apenas meio puro, no caso, o controle negativo. Assim, foi possível 

observar as áreas com efeito citopático e morte de células. Os poços contendo efeito citopático 

e morte de células foram contados permitindo determinar a quantidade de vírus por TCID50/ml. 

Os resultados desse trabalho mostram que as linhagens celulares mais susceptíveis aos 

CPCV, ILHV, SLEV, YFV17DD e ZIKV foram Vero CCL81, HUVEC e Caco-2. Assim, além 

da célula Vero CCL81, comumente utilizada para replicação e amplificação de vírus, incluímos 

outras 2 linhagens que são permissivas aos vírus em questão, as células HUVEC e Caco-2. 

Existem quatro sublinhagens de células Vero, dentre elas, a Vero CCL81 e a Vero E6, 

utilizadas nesse estudo, ambas possuem produção deficiente de IFN, que é importante na 

resposta antiviral e por isso são susceptíveis a vírus em geral, o que não é diferente para os 

Flavivirus (EMENY; MORGAN, 1979; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). Sabe-se que a 

linhagem CCL81 é mais susceptível a arbovírus como JEV, e a E6 a vírus respiratórios como 

SARS-CoV-2, no entanto, os motivos ainda não são muito bem esclarecidos (KONISHI et al., 

2022). Observamos que até 48 h.p.i. nas células Vero CCL81, todos os vírus exibiram teores 

crescentes. Ao final do experimento, 72 horas h.p.i., os vírus apresentaram queda nos teores de 

vírus. É possível que a redução nos teores de vírus deva-se à morte celular. Sem células vivas, 

não há possibilidade de replicação viral. Em suma, corroboramos o conhecimento prévio que a 

linhagem de células Vero CCL81 é de extrema utilidade, com uso amplo na virologia. Também, 

as células Vero E6, que apresentaram teores virais mais baixos quando comparada à 

sublinhagem Vero CCL81, foram susceptíveis aos Flavivirus analisados. 

As células HUVEC são conhecidas como susceptíveis a Flavivirus como os DENV 

(AVIRUTNAN et al., 1998; CONCEIÇÃO et al., 2013). Inclusive a susceptibilidade destas 

células tem sido estreitamente relacionada aos casos de Dengue grave e hemorrágico 
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(CONCEIÇÃO et al., 2013). Sabe-se que a síndrome de extravasamento capilar no Dengue 

grave dá-se após a infecção das células endoteliais, que recrutam a resposta imunológica do 

hospedeiro, resultando na alteração da permeabilidade dos vasos, o que pode facilitar também 

a disseminação da infecção a outros tecidos (FIGUEIREDO, 1999). A susceptibilidade da 

linhagem endotelial HUVEC aos Flavivirus estudados, sugere que estes vírus da mesma família 

e gênero também infectem o endotélio, o que teria relevância na patogênese de suas doenças. 

Portanto, nossos resultados corroboram trabalhos anteriores, sugerindo que infecções por 

Flavivirus sejam capazes de desencadear alteração na permeabilidade de células endoteliais. 

Manifestações clínicas como desconforto abdominal e diarreia, relacionados à infecção 

e doença por alguns Flavivirus analisados neste estudo poderiam estar associados a infecção de 

células da mucosa intestinal (CARDONA-CARDONA; MORALES, 2016; BACHILLER-

LUQUE et al., 2016; WHITE et al., 2018). A presença de antígeno viral de WNV no intestino 

de pacientes que vieram à óbito também já foi relatada (ARMAH et al., 2007). A linhagem 

intestinal analisada no presente estudo, Caco-2, é conhecida por ser susceptível à Flavivirus 

(SUZUKAWA et al., 2020), o que corroboramos no presente estudo. CPCV, ILHV, SLEV, 

YFV17DD e ZIKV se mostraram infectando as células e replicando durante todo o período pós-

infecção analisado. Esse resultado sugere não só um tropismo intestinal dos vírus estudados, 

mas, também, uma possível persistência dos mesmos em mucosa intestinal, sem causar morte 

celular em curto período, o que tornaria este órgão importante na manutenção da infecção. 

Em um caso fatal de infecção por ZIKV ocorrido em 2016, numa paciente com anemia, 

observou-se que apresentava insuficiência respiratória grave, que necessitou ventilação 

mecânica (ARZUZA-ORTEGA et al., 2016). No nosso estudo, a linhagem celular de pulmão 

Calu-3, apresentou baixa susceptibilidade aos 5 Flavivirus estudados. Entretanto, mesmo com 

baixos teores 0 a 72 horas após infecção foi possível observar a replicação de ZIKV. Chamou 

atenção o CPCV, que apresentou aumento crescente em seu título nos tempos pós-infecção. 

Nosso estudo corrobora trabalhos anteriores mostrando ZIKV em swabs de nasofaringe e saliva 

(FONSECA et al., 2014; BINGHAM et al., 2016), sugerindo uma replicação viral no trato 

respiratório. É provável que CPCV, ILHV, SLEV e YFV17DD repliquem em células do trato 

respiratório. 

As células de mosquito, C6/36, foram susceptíveis aos Flavivirus estudados exceto o 

SLEV. É possível que o curto tempo de estudo, 72 horas, não tenha sido permitido detectar 

SLEV infectando as células. A capacidade das células C6/36 de se infectarem com Flavivirus 

tem sido evidenciada em outros trabalhos (FIGUEIREDO, 1990). 
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No presente estudo, as células renais HEK293T mostraram-se susceptíveis a todos os 

Flavivirus estudados exceto o YFV17DD.  Destacaram-se os altos teores de CPCV e ILHV. 

Sabe-se que ZIKV é mais detectado em amostras de urina do que nas de sangue, sugerindo 

presença do vírus no tecido renal (BONALDO et al., 2016). Também, estudos in vivo para 

investigar a patogenicidade do ILHV descreveram a presença viral nas amostras de rim dos 

animais infectados (AZEVEDO et al., 2010). Nosso estudo corrobora com o que se sabe sobre 

o tropismo renal dos Flavivirus.  

A primeira linhagem celular humana desenvolvida foi a HeLa (GEY; COFFMAN; 

KUBICEK, 1952). Proveniente do cérvix uterino, essa linhagem foi descrita como atenuadora 

da virulência de Flavivirus após 6 passagens consecutivas (DUNSTER et al., 1990). Os 

resultados do presente estudo mostraram a susceptibilidade das células HeLa aos Flavivirus 

estudados, sugerindo um tropismo destes vírus pelo sistema reprodutor feminino. Estudos 

mostram a presença de genoma de ZIKV em amostras de muco cervical mesmo depois do 

clearance no sangue (MORELLI et al., 2020). Nossos resultados corroboram os de outros 

trabalhos e sugerem que outros Flavivirus, também, possam ser encontrados em tecido uterino 

ou fluído tecidual, visto a susceptibilidade da linhagem HeLa aos mesmos. 

Sabe-se que alguns Flavivirus em suas infecções têm comportamento neurotrópico. A 

linhagem de células do tecido nervoso utilizada no presente estudo, U251MG, mostrou-se 

susceptivel ao CPCV, ILHV e ZIKV, inclusive com notável morte celular. Nos casos de ZIKV 

descreveu-se SGB e inclusive uma doença congênita neurotrópica, a SCZ. Também, casos de 

encefalite têm sido descritos por ILHV (OEHLER et al., 2014; BRASIL, 2017; MILIHM et al., 

2020). Estudo in vivo sobre a patogenia de ILHV, mostrou alteração cerebral dos animais, que 

morreram por encefalite (AZEVEDO et al., 2010). Ainda, notificou-se um caso fatal de idoso 

em que se detectou ILHV no liquor. O paciente apresentava edema cerebral consequente à 

doença neurotrópica (MILHIM et al., 2020). Finalmente, CPCV, também, deve ser um vírus 

neurotrópico visto que que apresentou seus maiores títulos na linhagem U-251MG. 

Portanto observamos neste trabalho que os Flavivirus CPCV, ILHV, SLEV, YFV17DD 

e ZIKV infectam in vitro células de origem intestinal, epitelial, pulmonar, renal, cervical uterina 

e neuronal, com a exceção das células renais ao YFV17DD. Nossos resultados corroboram 

aqueles descritos em infecções por ZIKV, dentre os cinco vírus do estudo aquele com mais 

estudos publicados. Por fim, nossos resultados sugerem que CPCV e ILHV tenham tropismo 

celular parecido ao do ZIKV. 
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6 CONCLUSÕES 

Os Flavivirus CPCV, ILHV, SLEV, YFV17DD e ZIKV infectam in vitro células de 

origem intestinal, epitelial, pulmonar, renal, cervical uterina e neuronal, com a exceção das 

células renais ao YFV17DD. 

CPCV, ILHV e ZIKV mostraram tropismo por células de tecido nervoso, o que pode ter 

relevância na patogenia de suas infecções humanas. 

As células Vero CCL81, HUVEC e Caco-2 foram mais susceptíveis aos vírus estudados 

e podem ser utilizadas rotineiramente na amplificação dos vírus estudados. 
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Parte 2: 

Construção de vírus vacinal da Febre 

Amarela e deste vírus recombinante com 

proteínas do vírus Zika 

. 

1 INTRODUÇÃO  

Até o momento, não existem medicamentos aprovados para infecções por Flavivirus. 

Considerando o número anual de casos, morbidade e letalidade das doenças por Flavivirus, bem 

como a presença de vetores e hospedeiros por praticamente todo o globo, é essencial o 

desenvolvimento de medidas de tratamento ou protetivas para infecções por muitos Flavivirus. 

O vírus Zika (ZIKV) é um importante Flavivirus para o qual deve-se desenvolver tais medidas 

protetivas. 

Considerando que uma vacina seria o instrumento mais efetivo para prevenir infecções 

por ZIKV (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015), no presente trabalho, buscamos construir 

um vírus recombinante quimérico, pela metodologia denominada CPER (do inglês, Circular 

Polymerase Extension Reaction), utilizando como backbone o vírus vacinal da Febre Amarela 

17D ao qual acrescentamos genes codificadores de proteínas antigênicas do ZIKV. Este vírus 

recombinante poderia ser um possível candidato vacinal. 

 

1.1 VACINAS 

Existem relatos históricos de imunização desde antes de 1700 na Ásia. No entanto, 

apenas em 1798, Edward Jenner desenvolveu e testou uma vacina contra a varíola baseada no 

material purulento de pústulas de bovinos infectados com cowpox. Este, é o primeiro relato 

histórico de uma vacina capaz de gerar proteção contra uma doença na pessoa imunizada 

(SADANAND, 2020).  

Hoje são conhecidos 8 diferentes tipos de vacinas. Incluindo a maioria das vacinas 

aprovadas atualmente para uso humano, estão as de vírus vivo-atenuado ou inativado. As 

vacinas vivas-atenuadas buscam manter o microrganismo íntegro e infectante mas incapaz de 

produzir doença. Estas vacinas são capazes de ativar todas as respostas imunológicas no 
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indivíduo porque mimetizam uma infecção comum. As vacinas vivas-atenuadas proporcionam 

uma imunidade robusta e de longa duração, em geral, sem necessidade de reforço vacinal. 

Como exemplo, temos a vacina anti-amarílica. As vacinas contendo vírus inativado incluem 

um microrganismo não infectante. Portanto, estas vacinas embora sejam mais seguras quanto a 

efeitos colaterais relacionados ao patógeno, proporcionam uma imunidade induzida pela 

presença de antígenos do microrganismo completo. Entretanto, por serem menos imunogênicas, 

em geral, exigem uma segunda dose vacinal de reforço (KRAMMER, 2020). 

Outro tipo de vacinas são aquelas de subunidade. Em geral, são compostas por uma ou 

mais proteínas antigênicas do microrganismo. Tratam-se de vacinas extremamente seguras mas 

de capacidade imunogênica inferior às anteriores e exigem revacinação. Exemplo são as vacinas 

de VLP (do inglês, Virus Like Particles), compostas por uma ou mais proteínas estruturais do 

microrganismo, no caso dos Flavivirus incluem apenas a carcaça do envelope viral, sem 

material genético (KRAMMER, 2020). 

Considerando vacinas mais modernas, temos aquelas de vetores virais que podem ser 

replicantes ou não-replicantes. São compotas por um vírus incapaz de causar doença em seres 

humanos, como o adenovírus de macaco, por exemplo. Utilizam o vírus vetor expressando 

proteínas antigênicas do microrganismo de interesse. No caso das vacinas de vetor replicante, 

estas são menos seguras, especialmente para indivíduos imunossuprimidos. Ambas podem 

exigir revacinação (KRAMMER, 2020). 

Outros tipos de vacinas são as gênicas, de DNA ou RNA. São compostas pela sequência 

nucleotídica do gene codificador de determinada proteína imunogênica do microrganismo de 

interesse. Normalmente, são sequências de genes encapsuladas que ao adentrarem as células do 

vacinado as próprias células produzem as proteínas que proporcionam imunidade. Em geral 

estas vacinas exigem revacinação e tem desenvolvimento e produção de alto custo 

(KRAMMER, 2020). Por fim, as vacinas tumorais, as chamadas CAR-T cell, incluem células 

do próprio paciente, modificadas para combaterem seu tumor. Quando utilizadas, produzem 

menos efeitos colaterais que as quimioterapias clássicas, no entanto, ainda não são disponíveis 

para a maioria dos tumores e tem um custo elevado (SAXENA et al., 2021) 

 

1.1.1 Vacinas utilizando como molde o vírus vacinal da Febre Amarela 

Considerando os modelos vacinais descritos, decidimos por desenvolver um modelo 

viral vivo-atenuado, o vírus vacinal da Febre Amarela 17D, porém, quimérico.  

O vírus vacinal da Febre Amarela, como já mencionado, foi atenuado a partir de 

passagens consecutivas gerando a cepa 17D e no Brasil, a 17DD. Charles Rice foi pioneiro em 
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conseguir produzir um cDNA infeccioso do YFV17D. A manipulação de seu genoma por 

tecnologia de clonagem abriu uma nova possibilidade para o desenvolvimento de vacinas. 

YFV17D pode ser utilizada como plataforma para expressão de outros antígenos (BONALDO 

et al., 2006). Neste caso o vírus atenuado usado como vetor garantirá também a atenuação do 

vírus quimérico, mantendo o caráter imunogênico da proteína E do outro Flavivirus com gene 

nela incluído. 

O backbone completo do YFV17D substituindo apenas as proteínas prM e E do YFV1D, 

pelas respectivas do vírus da Encefalite japonesa (JEV), foi produzido no final da década de 90, 

produzindo imunidade protetora em primatas não-humanos (MONATH et al., 1999; 

CHAMBERS et al., 1999). Conhecida como IMOJEV®, é a primeira e única vacina deste tipo 

aprovada para uso humano. De qualquer maneira, esta vacina comprova a eficácia do modelo 

em questão, possibilitando o desenvolvimento de novas vacinas, contra outros Flavivirus. 

 

1.2 CIRCULAR POLYMERASE EXTENSION REACTION (CPER) 

Selecionamos para este trabalho metodologia molecular que permite uma construção 

viral adequada e a recuperação dos vírus construídos. Escolhemos a reação em cadeia da 

polimerase com extensão circular (Circular Polymerase Extension Reaction - CPER).  

Quan e Tian (2009) desenvolveram um método de clonagem que minimizava as 

mutações e problemas encontrados nas clonagens comuns, utilizando plasmídeos, bactérias e 

enzimas de restrição. A metodologia utiliza apenas uma polimerase para montar e clonar 

múltiplas inserções, em qualquer vetor, sem enzimas de restrição ou ligação. A metodologia 

tem início com a amplificação do genoma de interesse por PCR e os amplicons obtidos são 

inseridos com base em sequências que se sobrepõem nas extremidades. Na reação de extensão 

os genomas são colocados em quantidades equimolares e o DNA é circularizado. Ao final do 

processo, o conteúdo presente em um único tubo está pronto para ser transformado ou 

transfectado. 

Edmonds e colaboradores (2013) adaptaram a CPER para a construção e recuperação 

de vírus de RNA com polaridade positiva. Dividia-se o genoma viral em fragmentos e 

utilizando um linker (fragmento ligante das extremidades 5’ e 3’ do vírus) realizava-se a 

circularização do DNA, permitindo a sua transcrição após ser transfectado em cultura celular. 

O linker inclui uma cauda poliA, a ribozima do vírus da hepatite delta (HDVr) para clivar a 

extremidade 3’ do RNA viral e possui um sinal poliA SV40, para garantir o término eficiente 

da transcrição, além de uma sequência espaçadora capaz de separar os elementos funcionais e 

um promotor de CMV, para que o RNA viral seja transcrito pela RNA polimerase III da célula 
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(AMARILLA et al., 2021). A sobreposição de fragmentos deve ter 20 a 22 nucleotídeos, e todos 

devem se anelar na mesma temperatura ou em temperatura muito próxima. Além disso, para 

que haja uma adição correta dos nucleotídeos, é necessário que seja utilizada uma DNA 

polimerase de alta fidelidade (EDMONDS et al., 2013; AMARILLA et al., 2021). 

A CPER é bem conhecida atualmente e tem sido utilizada na construção e recuperação 

de diversos vírus, inclusive vírus recombinantes com intuito vacinal (EDMONDS et al., 2013; 

SETOH et al., 2017; HOBSON-PETERS et al., 2019; AMARILLA et al., 2021). Além da 

facilidade e menor custo dessa metodologia, a margem de erro durante a amplificação e 

formação do genoma do vírus de interesse é menor quando comparada às metodologias 

envolvendo plasmídeos e transcrição in vitro. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Construir clones infecciosos do vírus vacinal da Febre Amarela e de um vírus 

recombinante quimérico utilizando o genoma completo do vírus vacinal da Febre Amarela e 

nele incluindo as proteínas prM e E do vírus Zika. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Construir, por CPER clones infecciosos do vírus vacinal da Febre Amarela (YFV17D-

CPER) e de um vírus recombinante, utilizando o genoma completo do vírus vacinal da Febre 

Amarela substituindo os genes de suas proteínas prM e E pelos respectivos genes do vírus Zika 

(YFV17DZIKV-CPER). 

• Avaliar a replicação in vitro dos vírus construídos, YFV17D-CPER e YFV17DZIKV-

CPER, comparada à dos vírus vacinal da Febre Amarela e Zika, por ensaio de plaques. 

• Avaliar a produção de proteínas dos YFV17D-CPER e YFVZIKV-CPER comparada 

à do vírus vacinal da Febre Amarela, por método de imunofluorescência. 

• Confirmar, por sequenciamento Sanger, o genoma recombinante do vírus YFVZIKV-

CPER. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

Este trabalho foi realizado no Centro de Pesquisa em Virologia da Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo. 

 

3.1 PRODUÇÃO DOS ESTOQUES VIRAIS  

Primeiramente, células Vero CCL81, oriundas de rim de macaco-verde africano 

(Cercopithecus aethiops), foram mantidas em meio Dulbecco MEM (DMEM; Vitrocell, BRA) 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB; Vitrocell, BRA) e 1% de solução antibiótica 

contendo Penicilina-Estreptomicina (Sigma-Aldrich, EUA), em estufa, a 37ºC e com 5% de 

atmosfera com CO2. A passagem das células era realizada 3 vezes por semana, quando atingia 

uma densidade máxima de 90%. 

Para a produção dos estoques de Febre Amarela vacinal (YFV17DD - número do 

GenBank: U17066.1) e Zika (ZIKV - número do GenBank: KU321639.1), gentilmente cedidos 

pelo Me. Vitor Gonçalves Floriano, pesquisador deste Centro de Pesquisa em Virologia, no 

laboratório do Prof. Benedito Antônio Lopes da Fonseca, frascos de 175 cm2 contendo 

monocamadas 90% confluentes de células Vero CCL81 foram infectados com 500 µL da 

amostra viral. Os frascos foram mantidos em estufa por 1 hora para adsorção dos vírus, em 

seguida, adicionou-se DMEM suplementado com 2% de SFB, 1% de antibiótico e antimicótico 

e incubou-se a 37ºC, em atmosfera com 5% de CO2. As células infectadas foram observadas 

diariamente até o surgimento de efeito citopático. Coletou-se o conteúdo do frasco infectado 

com YFV17DD 7 dias pós-infecção e o infectado com ZIKV 6 dias pós-infecção. Os fluidos 

infectados coletados eram centrifugados por 5 minutos a 4000 rpm e 4ºC. Em seguida, os 

sobrenadantes (aproximadamente 25 mL) eram submetidos à membrana de Amicon ® de 100 

kDa (Merck, ALE) para concentração viral, seguindo as orientações do fabricante. Ao final, o 

conteúdo concentrado, retido na coluna, foi aliquotado e armazenado a -80ºC como estoques 

virais. 

 

3.2 RT-PCR 

3.2.1 Extração de RNA por TRIzol LS 

Os estoques virais foram submetidos a extração de RNA pelo TRIzol LS (Invitrogen, 

EUA), seguindo protocolo do fabricante. Os precipitados de RNA foram eluídos em 20 µL de 

água DEPC (Invitrogen, EUA). 
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3.2.2 Primers 

Foram desenhados, pelo Dr. Alberto Amarilla, 14 pares de primers (Exxtend, BRA) 

para a construção do YFV17D-CPER e do recombinante YFV17DZIKV-CPER. Um par de 

primers (Exxtend, BRA) foi idealizado para avaliar a construção do vírus recombinante (DP). 

Os primers são mostrados na Tabela 1. 

 

Tabela 1 – Primers e suas sequências nucleotídicas, utilizados para a construção do YFV17D-CPER e 

do recombinante YFV17DZIKV-CPER 

 

LNK – linker. F – foward. R – reverse. DP – diagnostic primers. 

 

3.2.3 Transcrição Reversa (RT) 

A RT de extratos do RNA dos estoques virais foi feita com o primer YFV-3’UTR e a 

enzima SuperScript™ III Reverse Transcriptase 200 U/μL (Invitrogen, EUA), seguindo as 

orientações do fabricante e produzindo DNAs complementares (cDNA).  

A RT dos extratos de RNA da Passagem 0 foi feita com primers randômicos e a enzima 

M-MLV Reverse Transcriptase (200 U/µL) (Invitrogen, EUA), seguindo as orientações do 

fabricante e produzindo os cDNAs.  

Fragmentos Identificação Sequências (5' → 3')

YFV-Linker-F GACCTTTGGATGACAAACACAAAACCACTGGGTCGGCATGGCATCTCCACCTC

YFV-Linker-R GCACCTCAATTAGCACACAGGATTTACTCGGTTCACTAAACGAGCTCTGCTTATATAG

YFV-5'UTR-F AGTAAATCCTGTGTGCTAATTGAGGTGCATTG

YFV-F1-R CCAAAGTTGATGGCGCATCCTTGATC

YFV-F2-F GATCAAGGATGCGCCATCAACTTTGG

YFV-F2-R CATTGTTCATCTCATGGAAATGCAATCCCAC

YFV-F3-F GTGGGATTGCATTTCCATGAGATGAACAATG

YFV-F3-R CAAGACATCCCCACTTCTCCTAGCTC

YFV-F4-F GAGCTAGGAGAAGTGGGGATGTCTTG

YFV-F4-R GCACAACTAGCACTTCAGCAGCTC

YFV-F5-F GAGCTGCTGAAGTGCTAGTTGTGC

YFV-F5-R CCGGCGTCCAGTTTTCATCTTCC

YFV-F6-F GGAAGATGAAAACTGGACGCCGG

YFV-F6-R CTCCAGCCTGGTCAGAACTGATTC

YFV-F7-F GAATCAGTTCTGACCAGGCTGGAG

YFV-3'UTR AGTGGTTTTGTGTTTGTCATCCAAAGGTC

YFV-5'UTR-F AGTAAATCCTGTGTGCTAATTGAGGTGCATTG

YFV-Chim-1R TCCACCCGTCATCAACAGCATTCC

YFV-Chim-2F GGAATGCTGTTGATGACGGGTGGAGCGGAGGTCACTAGACGTGG

YFV-Chim-2R CCAAAGTTGATGGCGCATCCTTGATCAGCAGAGACGGCTGTGGATAAG

YFV-F7-F GAATCAGTTCTGACCAGGCTGGAG

YFV-F7-R GGATGTGGGAGGCCCAGGTGG

YFV-F8-F CCACCTGGGCCTCCCACATCC

YFV-F8-R AAAGGTCTGCTTATTCTTGAGCAAACTGTGC

YFV-F8-F CCACCTGGGCCTCCCACATCC

YFV-F8-R.1 AGTGGATTTGTGTTTGTGATCCAAAGGTCTGCTTATTCTTGAGCAAACTGTGC

YFV-F8-F CCACCTGGGCCTCCCACATCC

YFV-3'UTR AGTGGTTTTGTGTTTGTCATCCAAAGGTC

DP-F1-F GTCTGGTCGTAAAGCTCAGGG

DP-F1-R CAACCAGGTTTGCGACCGCG

5

DP

LNK

1

2

3

4

8.1

8.2

6

7

9

10

7 "novo"

8
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A enzima SuperScript™ III foi utilizada para a produção dos cDNAs utilizados para 

CPER devido à padronização da metodologia. 

 

3.2.4 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

3.2.4.1 PCR de amplificação dos fragmentos utilizados na construção dos vírus YFV17D-

CPER e YFV17DZIKV-CPER 

O cDNA de YFV17DD foi utilizado para amplificar os fragmentos 1, 2 e 9. O cDNA 

de ZIKV foi utilizado para amplificar o fragmento 10. O fragmento linker (LNK) foi 

amplificado a partir de um plasmídeo contendo sequência previamente descrita, informada no 

Anexo A (EDMONDS et al., 2013). Os fragmentos 3, 4, 5 e 6 foram amplificados a partir de 

um plasmídeo pré-existente no laboratório, feito pela Dra. Aline Lavado Tolardo, contendo o 

genoma completo do YFV17D com proteínas do ZIKV (Anexo B). O fragmento 7, inicialmente 

amplificado com os primers F7-YFV-F e YFV-3’UTR-R, precisou ser dividido em 2 

fragmentos, o F7 “novo” e o F8.2, devido a problemas na amplificação do mesmo. Para a 

amplificação do F7 “novo” e do F8, também foi utilizado como template o plasmídeo contendo 

todo o genoma do YFV17D com proteínas do ZIKV. O F8 foi utilizado como template para 

amplificar o F8.1, este foi purificado e utilizado como template para a obtenção do F8.2. Por 

fim, F8.2 foi o fragmento utilizado para a construção dos vírus YFV17D-CPER e YFVZIKV-

CPER. Essa particularidade até chegar ao F8.2 foi realizada para mantermos a sequência 

amplificada fidedigna à sequência modelo. 

Todas as PCRs utilizaram a enzima Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (New England 

Biolabs, EUA) e amplificando os 14 fragmentos necessários para a construção dos vírus 

YFV17D-CPER e YFV17DZIKV-CPER. A reação utilizada para cada um dos fragmentos foi 

realizada segundo orientações do fabricante. A ciclagem dos fragmentos amplificados 

utilizando cDNA como template, também foi utilizada com base nas informações do fabricante. 

No entanto, ciclagem para as PCRs as quais foram utilizados plasmídeo como template foi 

diferente. A mistura foi submetida a 1 ciclo de 98 ºC por 2 minutos, seguido de 5 ciclos de 98 

ºC por 20 segundos, 45 ºC por 30 segundos e 72ºC por 1 minuto e 30 segundos, posteriormente, 

30 ciclos de 98 ºC por 20 segundos, 55 ºC por 30 segundos e 72ºC por 1 minuto e 30 segundos. 

Ainda, 1 ciclo de 72 ºC por 1 minuto e 30 segundos, finalizado em 15 ºC por tempo 

indeterminado. 

 Após a PCR, os fragmentos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1% e 

visualizados em transiluminador, para confirmar a amplificação com base em bandas de 

tamanho esperado. 
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3.2.4.2 PCR diagnóstica 

A recombinação do YFV17D com as proteínas de ZIKV, formando o YFV71DZIKV-

CPER, foi confirmada utilizando uma PCR com cDNA da Passagem 0 do vírus quimérico e os 

primers DP, mostrados na Tabela 1. 

O cDNAs obtidos foram submetidos à PCR com PCRBIO Taq DNA Polymerase 

(PCRBIO, UK), seguindo protocolo do fabricante. Os amplicons foram submetidos ao 

sequenciamento nucleotídico de Sanger. 

 

3.3 RT-qPCR  

Os RNAs extraídos dos sobrenadantes, coletados 0 (T0), 24 (T1) e 96 (T5) horas após a 

transfecção, foram submetidos a RT-qPCR para avaliar a redução do Ct (do inglês, cycle 

threshold). 

O Ct consiste na quantidade de ciclos necessárias para a detecção do genoma alvo. Com 

isso, o valor de Ct é inversamente proporcional à quantidade de material genético presente na 

amostra utilizada. Quanto maior o Ct, menor a quantidade de material genético, ou seja, mais 

ciclos foram necessários para a detecção do genoma alvo pelo equipamento. 

A RT-qPCR foi realizada com kit TaqMan™ Fast Virus 1-Step Master Mix (Applied 

Biosystems, EUA) seguindo o protocolo previamente publicado (PATEL et al., 2013). Os 

primers utilizados amplificam uma região conservada da NS5 dos Flavivirus. A sequência dos 

primers e da sonda utilizados são mostrados na Tabela 2. 

 

Tabela 2 – Sequência de primers e sonda usadas no RT-qPCR Pan-Flavi 

Primers e Sonda Sequência Concentração 

Flavi all S TACAACATgATggggAARAgAgARAA 10 pmol 

Flavi all AS 2 gTgTCCCAgCCNgCKgTgTCATCWgC 10 pmol 

Flavi all probe 3 mix FAM-Tg + gTWYATgT + ggYTNg + gRgC—BBQc 5 pmol 
Fonte: adaptado de PATEL et al., 2013. 

 

3.4 EXTRAÇÃO DE DNA EM GEL DE AGAROSE 

As bandas dos fragmentos com tamanho esperado, citados no item 3.2.4.1, foram 

reamplificadas por PCR para obtenção de maior volume, o que foi confirmado por nova 

eletroforese em gel de agarose a 1%, seguida de purificação no gel. Observando o gel pós-

eletroforese, as bandas respectivas foram cortadas e purificadas com QIAquick Gel Extraction 

Kit (Qiagen, ALE), seguindo as orientações do fabricante. Os DNAs contidos nos fragmentos 
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de géis cortados, foram extraídos e eluídos em 20 µL de água DEPC (Invitrogen, EUA), sendo 

armazenados a -20 ºC. 

 

3.5 RECUPERAÇÃO VIRAL 

3.5.1 CPER 

Os fragmentos purificados foram adicionados em quantidade equimolar de 0,1 

pmol/fragmento em um único tubo e submetidos à reação de CPER com a enzima Q5® High-

Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs, EUA) a um volume final de 50 μL. 

Na Figura 15 encontram-se os reagentes, seus respectivos volumes e a ciclagem 

utilizados para a CPER. 

 

Figura 15 – Reagentes e respectivos volumes e ciclo utilizados na reação de CPER 

A 

Reação CPER 

Reagentes 1 reação 

Buffer 10 µL 

dNTP 1 µL 

Template Volume respectivo a 0,1 pmol 

Q5 polymerase 0,5 µL 

DEPC Para 50 µL 

B 

Ciclagem CPER 

Temperatura Tempo (minutos) Ciclos 

98 ºC 2:00 1x 

98 ºC 0:20 

12x 60 ºC 0:30 

72 ºC 12:00 

72 ºC 12:00 1x 

15 ºC ꝏ 1x 

A: Reagentes e respectivos volumes utilizados na reação de CPER. B: Ciclagem utilizada para reação de CPER. 

 

3.5.2 Transfecção para Produzir YFV17D-CPER e YFV17DZIKV-CPER 

Ao final da CPER o conteúdo de cada um dos tubos, contendo DNA circular de 

YFV17D-CPER e YFV17DZIKV-CPER, foi transfectado em 1x106 células HEK293T, em 

placa de 6 cavidades. Para recuperar os vírus utilizou-se Lipofectamina LTX + Plus Reagent 

(Invitrogen, USA), segundo as orientações do fabricante. Vinte e quatro horas após a 

transfecção, o sobrenadante e a cultura de células HEK293T foram transferidos para uma 
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garrafa de 75cm2 contendo monocamada de células Vero CCL81, fazendo uma co-cultura de 

células HEK293T e células Vero CCL81. Durante 5 dias coletou-se diariamente o sobrenadante 

da cultura para que fosse avaliada a replicação dos vírus por RT-qPCR. Cinco dias após a 

transfecção (Passagem 0) foram coletados sobrenadante e precipitado celular dos transfectados. 

Os sobrenadantes foram utilizados para realizar a Passagem 1, para uma quantificação viral por 

ensaio de plaque e para imunofluorescência indireta nas células Vero CCL81, além de RT-PCR 

e sequenciamento Sanger. Sete dias após a Passagem 1, foram coletados sobrenadante e 

precipitado celular. Os sobrenadantes foram utilizados para a Passagem 2 e para quantificação 

viral por ensaio de plaque. Sete dias após a Passagem 2, também foram coletados sobrenadante 

e precipitado celular. Os sobrenadantes foram submetidos a ensaio de plaque. 

A fim de proporcionar uma melhor visualização da metodologia, encontra-se 

representado na Figura 16 um esboço das etapas de construção e recuperação viral através da 

CPER.  

 

Figura 16 – Esquema das etapas realizadas para a construção e recuperação de vírus por CPER 

 

Fonte: adaptado de AMARILLA et al., 2021. 

 

3.6 TITULAÇÃO VIRAL POR ENSAIO DE PLAQUE 

Células Vero CCL81, 2 x 105 células/mL, foram cultivadas em placas de cultura de 24 

poços, em DMEM (Vitrocell®, BRA) suplementado com 10% de SFB e incubadas a 37ºC com 

atmosfera de 5% de CO2. Os poços contendo as monocamadas celulares foram inoculados com 

200 μL do estoque viral de YFV17D e ZIKV, ou com os sobrenadantes das Passagens 0, 1 e 2 

dos vírus YFV17D-CPER e YFV17DZIKV-CPER, em duplicata, utilizando diluições decimais 

com DMEM (10-1 a 10-10). As placas infectadas foram incubadas por 1 hora para promover 
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adsorção dos vírus à monocamada celular. Posteriormente, adicionou-se 1 mL de overlay 2,5 

% (1:1; solução de carboximetilcelulose 5% : DMEM 2X + 4% SFB) a cada poço. As placas 

foram mantidas por 8 dias a 37ºC, em atmosfera de 5% de CO2 e após esse tempo, a overlay foi 

descartada e adicionou-se 1 mL de formalina 10% a cada poço por 1 hora para a fixação das 

células. Em seguida, a formalina foi descartada, e 1 mL de uma solução de cristal violeta 0,2% 

foi adicionada a cada poço por uma hora para a coloração das células. Finalmente, o corante foi 

descartado e os plaques (halo com células mortas) formados foram contados permitindo a 

quantificação viral em Unidades Formadoras de Plaques (UFP)/mL, pelo método de Reed e 

Muench (1938). 

 

3.7 TESTE DE IMUNOFLUORESCÊNCIA (IFA) EM CÉLULAS ADERIDAS A 

LAMÍNULAS CIRCULARES 

Para confirmar que havia produção de proteínas virais, foram realizadas IFAs de células 

Vero CCL81 aderidas em lamínulas circulares infectadas com 200 µL do estoque viral de 

YFV17D (controle positivo), YFV17D-CPER e YFVZIKV-CPER, além do controle negativo. 

Sete dias após infecção, as células foram fixadas com paraformaldeído a 4% e permeabilizadas 

com PBS contendo 0,1% de saponina e 1% de BSA. Em seguida, as células foram incubadas 

com solução SuperBlock™ (PBS) Blocking Buffer (Thermo Fisher Scientific, EUA), e 

incubadas com fluído ascítico imune de camundongo (mouse immune ascitic fluid; MIAF) de 

YFV17D (BRANDT; BUESCHER; HETRICK, 1967; FIGUEIREDO, 1990). Posteriormente, 

após lavagem, adicionou-se o anticorpo Anti-Mouse IgG-Alexa 488 (Sigma-Aldrich, EUA) na 

diluição 1:1000. Também marcou-se o núcleo celular com DAPI (Sigma-Aldrich, EUA), na 

diluição 1:1000. Por fim, para montar lamínulas à lâmina utilizou-se o Fluoromount-G 

(Invitrogen, EUA). As lâminas foram analisadas em microscópio de fluorescência (Olympus, 

JAP). 

 

3.8 SEQUENCIAMENTO DE SANGER 

O amplicon resultante da PCR diagnóstica (item 3.2.4.3) foi purificado com Wizard® 

SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, EUA) seguindo o protocolo do fabricante. Em 

seguida, foi submetido a marcação fluorescente com BigDye™ Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing Kit (Applied Biosystems, EUA). O sequenciamento nucleotídico dos amplicons foi 

realizado no 3500 Series Genetic Analyzers (Applied Biosystems, EUA), por método de Sanger. 

As sequências obtidas foram alinhadas utilizando o programa Geneious. 
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4 RESULTADOS 

Inicialmente, para a construção dos vírus, selecionaram-se genomas de YFV17D 

(GenBank nº X03700) e ZIKV (GenBank nº KU321639). Os genomas virais juntamente com a 

sequência linker foram inseridos no programa SnapGene para que fossem desenhados os pares 

de primers relacionados aos fragmentos de 1 a 10, compreendendo todo o genoma do YFV17D-

CPER e do recombinante YFV17DZIKV-CPER, além do fragmento linker, todos ilustrados na 

Figura 17. As construções basearam-se no estudo de Edmonds e colaboradores (2013). 

 

Figura 17 – Esquemas com os genomas de YFV17D-CPER e YFV17DZIKV-CPER incluindo seus respectivos 

fragmentos

 

A: As proteínas do YFV17D estão em amarelo, em cinza os fragmentos de 1 a 8.2, além dos fragmentos F8 e F8.1 

em branco. B: YFV17DZIKV-CPER inclui em amarelo as proteínas do YFV17D, em rosa as proteínas do ZIKV 

e em cinza os fragmentos 9 e 10. Também em cinza claro, em ambas as imagens, estão os componentes do 

fragmento LNK (HDVr, late SV40 pA signal e promotor de CMV). 

 

Fragmentos adequados foram obtidos em PCR com os primers utilizados. Estes 

fragmentos foram reamplificados, purificados e as bandas dos mesmos, com o tamanho 

esperado, foram evidenciadas em transiluminador após eletroforese em gel de agarose a 1%, 

como mostra a Figura 18.  

Na construção do YFV17D-CPER, mostrado na Figura 18A, foram utilizados os 

fragmentos purificados F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7 “novo”, F8.2 e linker. Para a construção do 

YFV17DZIKV-CPER, mostrado na Figura 18B, foram utilizados os fragmentos purificados 

F9, F10, F2, F3, F4, F5, F6, F7 “novo”, F8.2 e linker. Estes conjuntos de fragmentos dos 2 vírus 

foram submetidos à CPER para circularização. Esta circularização ocorre pela sobreposição do 

final e do início de cada um dos fragmentos, sendo essa uma reação de extensão e 
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consequentemente, de circularização em que cada um dos fragmentos é utilizado como primer 

do seguinte e a enzima faz uma extensão, e não amplificação, como em uma PCR.  

 

Figura 18 – Representação esquemática dos genomas dos vírus construídos, YFV17D-CPER e YFV71DZIKV-

CPER, incluindo foto e gel dos fragmentos de 1 a 10 e fragmento de linker 

 

 

A e C esquematizam os genomas de YFV17D-CPER e YFV71DZIKV-CPER, respectivamente. Além da 

demonstração da sobreposição de cada um dos fragmentos e o tamanho dos mesmos em pares de base. Na Figura 

16B, observa-se foto de gel de agarose após eletroforese exibindo os fragmentos que compuseram o YFV17D-

CPER (F1 a F8.2 e linker). As bandas representam, da esquerda para a direita, amplicons de 2478 pb (F1), 1258 

pb (F2), 906 pb (F3), 1905 pb (F4), 1196 pb (F5), 1967 pb (F6), 682 pb (F7 “novo”), 645 pb (F8.2) e 1089 pb 

(LNK). Na Figura 16D, observa-se foto de gel de agarose após eletroforese exibindo os fragmentos que que 
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compuseram o YFV17DZIKV-CPER (F2 a F8.2, linker, F9 e F10). As bandas representam, da esquerda para a 

direita, amplicons de 481 pb (F9), 2066 pb (F10), 1258 pb (F2), 906 pb (F3), 1905 pb (F4), 1196 pb (F5), 1967 pb 

(F6), 682 pb (F7 “novo”), 645 pb (F8.2) e 1089 pb (LNK). 

 

Confirmados os tamanhos corretos dos fragmentos, o conjunto que compreende o 

genoma de cada um dos vírus a serem construídos, YFV17D-CPER e YFV17DZIKV-CPER, 

mais o linker, foram submetidos à CPER. Um volume de 50 µL dos fluidos da CPER foi 

utilizado para transfectar células HEK293T para recuperação dos vírus construídos. A 

replicação viral pós-transfecção, foi avaliada em coletas feitas 0 horas (T0), 24 horas (T1) e 120 

horas (T5) após a transfecção. Estes fluidos foram submetidos a RT-qPCR específico para 

detecção de Flavivirus, nesta reação amplifica-se uma parte da NS5 (PATEL et al., 2013). Os 

resultados permitiram fazer uma quantificação relativa ao observar a diminuição do Ct nas fases 

mais tardias pós-infecção, indicando aumento dos genomas virais e desta forma pressupondo 

uma replicação crescente do vírus (T0) até 5 dias após a tranfecção (T5), como mostra a Tabela 

3. Ainda, não houve amplificação para os controles negativos e a amplificação do controle 

positivo, apresentou mesmo Ct que o T5 de ambos os vírus utilizando o conjunto de primers 

utilizado, o que validou a metodologia utilizada.  

 

Tabela 3 – Tabela mostrando valores de Ct do controle negativo, controle positivo e dos vírus YFV17D-CPER e 

YFV17DZIKV-CPER submetidos à RT-qPCR específica para Flavivirus 

  T0 T1 T5 

Controle negativo /////////////////////////// indeterminado indeterminado indeterminado 

Controle positivo YFV17DD 32,75812912 ////////////////////////// ///////////////////////////// ///////////////////// 

YFV17D-CPER /////////////////////////// 35,1602211 36,72591782 30,59883308 

YFV17DZIKV-CPER /////////////////////////// 35,98974609 33,96353149 32,06613541 

 

Confirmada a eficiência da transfecção com recuperação dos vírus construídos, coletou-

se o sobrenadante das culturas, 5 dias após a transfecção (Passagem 0), para realização da 

Passagem 1. Após 7 dias de infecção da Passagem 1, fez-se a Passagem 2 do sobrenadante. Os 

sobrenadantes de Passagem 0, 1 e 2 foram submetidos a testes para confirmação da recuperação 

dos vírus construídos. Primeiramente, para avaliar a formação de vírus infecciosos, fez-se a 

quantificação viral por ensaio de plaque, como mostra a Figura 19. YFV17D-CPER e 

YFVZIKV-CPER se mostraram infecciosos até a Passagem 1, visto à presença de unidades 

formadoras de plaque nas passagens 0 e 1 pois não observamos plaques na Passagem 2 de 

ambos os vírus. Ainda, quando comparados aos controles virais wildtype (WT) de YFV17DD 

e ZIKV, os vírus construídos apresentaram plaques de morfologia visivelmente menor após 8 

dias de pós-infecção e não 6 dias, como os WT. A diferença no tempo pós-infecção deu-se pela 
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apresentação de ECP, que foi mais tardia nos vírus construídos. Esse experimento confirma a 

presença de partículas virais infecciosas dos vírus construídos. No entanto, estes vírus, 

provavelmente, mostraram-se instáveis perdendo a capacidade infecciosa como mostra a 

ausência de plaques nos sobrenadantes da Passagem 2. 

 

Figura 19 – Foto de microplaca cujos orifícios exibem plaques formados por YFV17DD, ZIKV e Passagens 0, 1 

e 2 dos vírus construídos, YFV17D-CPER e YFV17DZIKV-CPER 

 

Imagem representativa da formação de plaques formados pelos estoques dos vírus YFV17DD 

(YFV17DD/WT) e ZIKV (ZIKV/WT), e das Passagens 0, 1 e 2 do vírus YFV17D-CPER 

(YFV17D-CPER/P0, YFV17D-CPER/P1 e YFV17D-CPER/P2, respectivamente) e, também, 

Passagens 0, 1 e 2 do vírus YFV17DZIKV-CPER (YFV17DZIKV-CPER/P0, YFV17DZIKV-

CPER/P1 e YFV17DZIKV-CPER/P2, respectivamente). 
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A presença de proteínas produzidas pela infecção com os vírus construídos, foi mostrada 

em imunofluorescência. Observou-se fluorescência apenas nas culturas infectadas com 

sobrenadantes da Passagem 0, como mostra a Figura 20. As passagens 1 e 2 não apresentaram 

fluorescência após a revelação do ensaio. 

 

Figura 20 – Imunofluorescência da Passagem 0 dos vírus YFV17D-CPER e YFV17DZIKV-CPER 

 

A Figura 20A representa o controle negativo. Marcação com DAPI (azul), marcação com MIAF de YFV17DD 

(verde) e a sobreposição das duas, respectivamente. A Figura 20B mostra o vírus controle positivo, células Vero 

CCL81 infectadas com YFV17DD. Marcação com DAPI (azul), marcação com MIAF de YFV17DD (verde) e a 

sobreposição das duas, respectivamente. A Figura 20C mostra a infecção do YFV17D-CPER. Marcação com 

DAPI (azul), marcação com MIAF de YFV17DD (verde) e a sobreposição das duas, respectivamente. A Figura 

20D mostra a infecção do YFV17DZIKV-CPER. Marcação com DAPI (azul), marcação com MIAF de YFV17DD 

(verde) e a sobreposição das duas, respectivamente. 
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Por fim, para confirmar a presença da parte recombinante, as proteínas prM-E do ZIKV, 

YFV17DZIKV-CPER, teve o amplicon obtido do sobrenadante da Passagem 0 obtida em RT-

PCR. A sequência nucleotídica confirmou a união dos genes virais YFV17D e ZIKV ao final 

do capsídeo, evidenciando o início da prM do ZIKV, como mostra a Figura 21. 

 

Figura 21 – Alinhamentos de sequências nucleotídicas incluindo o vírus recombinante YFV17DZIKV-CPER 

(material obtido da Passagem 0 para sequenciamento de Sanger) 

 

Representação do alinhamento da sequência referência, utilizada na construção do vírus quimérico, com a 

sequência da Passagem 0 obtida por meio de sequenciamento Sanger. A parte selecionada mostra 100% de 

identidade com sequencias de referência. 

 

Portanto, 100% de identidade do genoma do vírus YFV17DZIKV-CPER na passagem 

0, com YFV17D e as prM e E de ZIKV foi confirmada, o que mostra claramente uma construção 

bem sucedida com a metodologia CPER. 
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5 DISCUSSÃO 

No presente trabalho, apresentamos pela primeira vez no Brasil a construção de vírus 

por CPER, metodologia inovadora aperfeiçoada recentemente (EDMONDS et al., 2013). São 

vantagens da CPER, a rapidez, facilidade, baixo custo, baixa margem de erros. Recentemente 

foi construído por CPER o SARS-CoV-2, vírus que possui um genoma de aproximadamente 

30 kb, três vezes maior que o genoma dos Flavivirus. Ainda, os autores construíram um SARS-

CoV-2 modificado, para estudar a replicação viral e as interações vírus-receptor (AMARILLA 

et al., 2021). Com isso, observou-se que essa metodologia tem grande aplicabilidade e oferece 

muitas possibilidades para a ciência.  

Uma grande vantagem da CPER é dispensar transformações bacterianas, etapa que 

proporciona acúmulo de mutações no genoma de interesse (AMARILLA et al., 2021). 

Entretanto, a transfecção em células HEK293T tem limitações inerentes à permissividade e 

susceptibilidade destas células a diferentes vírus. Embora para muitos vírus estas células sejam 

susceptíveis, tal não ocorre com o YFV17DD, como mostrado na Parte 1 dessa Dissertação, na 

Figura 9. Estudos em células HEK293T já demonstraram que a infecção por outros Flavivirus, 

como ZIKV, a depender da estirpe viral, reduzem taxas de crescimento, aumentam a apoptose 

e até mesmo a morte celular (LIU et al., 2019). 

 Por essa limitação, no presente trabalho, houve necessidade de fazer uma co-cultura 

das células HEK293T com células Vero CCL81, estas amplamente utilizadas para infecção por 

diferentes Flavivirus, incluindo YFV17DD (GUERRERO; BELLO, 2019). Também, 

verificamos previamente a susceptibilidade das células Vero CCL81 aos Flavivirus do estudo. 

Os resultados obtidos indicaram tratar-se de células permissivas e susceptíveis a infecção pelo 

YFV17DD. Portanto, a co-cultura que efetuamos foi fundamental para transfectar o conteúdo 

da CPER e recuperar os vírus construídos. 

Na construção de vírus recombinantes, para produção de vacinas ou para vírus repórter, 

o ensaio de plaque que quantifica vírus infectantes e a imunofluorescência (IFA) que mostra a 

produção celular de proteínas virais nas células transfectadas são técnicas fundamentais 

(SETOH et al., 2017; HOBSON-PETERS et al., 2019; TORII et al., 2021; AMARILA et al., 

2021; TORRES et al., 2022). No presente trabalho, a construção dos vírus YFV17D-CPER e 

YFV17DZIKV-CPER, foi evidenciada com RT-qPCR, quantificação viral por ensaio de 

plaque, IFA e sequenciamento de Sanger. Em suma, todos estes testes confirmaram a 

recuperação dos vírus construídos. 

Realizada a CPER, o conteúdo do tubo foi submetido à transfecção em células 

HEK293T. Para avaliar o aumento da quantidade de genoma com o passar do tempo, foram 
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coletados os sobrenadantes nos tempos 0, 24 e 120 horas após a realização da co-cultura de 

células HEK293T e Vero CCL81. Os devidos sobrenadantes foram submetidos à extração de 

RNA seguida de RT-qPCR. Nossos resultados com a CPER e os vírus transfectados em células 

HEK293T, mostraram a elevação progressiva nos teores de RNA genômico, o que fez reduzir 

o Ct na PCR em tempo real. Assim, mesmo sem curva para a quantificação exata de genoma 

viral nos sobrenadantes, observamos que esta informação pode ser feita preliminarmente com 

base em valores de Ct (WALKER, 2002).  

Passados os 5 dias de transfecção, os sobrenadantes (Passagem 0) foram coletados, 

quantificados por ensaio de plaque (DULBECCO, 1952), utilizados para realização da 

Passagem 1 e ensaio de IFA. Sabidamente, YFV17D e ZIKV formam plaques em células Vero 

CCL81 e isso permitiu compararmos resultados com aqueles obtidos dos YFV17D-CPER e 

YFV17DZIKV-CPER. A cultura monocamada infectada (Passagem 1) foi acompanhada até o 

aparecimento de ECP, apresentado após 8 dias de infecção. Para a revelação do ensaio de 

plaque das Passagens 0 e 1, também após 8 dias de infecção, foram observados plaques dos 

vírus construídos que mostraram-se menores que os dos vírus WT. De qualquer maneira, a 

presença dos plaques mostra a formação de partículas virais viáveis, capazes de infectar e de 

lisar a monocamada celular (WINOCOUR; SACHS, 1959; GONZALEZ-HERNANDEZ; 

CUNHA; WOBUS, 2012; SHURTLEFF et al., 2016; KARAKUS et al., 2018; CARNEIRO; 

MENDES-MONTEIRO; MOHANA-BORGES, 2022). Dessa forma, confirmamos a presença 

de YFV17D-CPER e YFV17DZIKV-CPER viáveis nas passagens 0 e 1. 

A produção de proteínas de YFV17D-CPER e YFV17DZIKV-CPER provenientes da 

Passagem 0 foi mostrada no teste de imunofluorescência em células Vero CCL81 aderidas em 

lamínulas circulares. Como anticorpo primário, utilizamos MIAF contendo grande quantidade 

de anticorpos contra o vírus amarílico (BRANDT; BUESCHER; HETRICK, 1967; 

FIGUEIREDO, 1990). A revelação do teste com conjugado fluorescente anti-imunoglobulina 

murina mostrou que YFV17D-CPER e YFV17DZIKV-CPER infectaram as células e 

produziram proteínas após a Passagem 0.  

Com a formação de plaques também na Passagem 1, era esperado que os vírus 

apresentassem fluorescência nessa mesma Passagem após revelação da IFA, o que não 

aconteceu. Sugerimos que a falta de estabilidade do vírus e o congelamento a -80 ºC pode ter 

alterado a infecciosidade das partículas virais viáveis formadas, visto que a IFA não foi 

realizada logo após a coleta do sobrenadante da Passagem 1, como a titulação por ensaio de 

plaque. Considerando o congelamento e descongelamento, estudos demonstram perda da 
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viabilidade e infecciosidade de partículas virais viáveis devido à temperatura, seja ela alta 

(FONG; LIPP, 2005) ou baixa, mesmo que a -80 ºC (OLSON; AXLER; HICKS, 2004). 

O sequenciamento nucleotídico seguido de alinhamento dos genomas previamente 

conhecidos de YFV17D e ZIKV permitiu confirmar a obtenção particularmente do 

YFV17DZIKV-CPER. Inclusive o sequenciamento, mesmo que preliminar, mostrou a 

recombinação de YF17D com prM/E de ZIKV. 

A principal hipótese relacionada à instabilidade dos vírus construídos relaciona-se a um 

provável erro na obtenção e purificação dos fragmentos, mesmo sabendo que esta é uma 

metodologia já padronizada e que em seu desenvolvimento tivemos o auxílio do Dr. Alberto 

Amarilla, pesquisador experiente e capacitado para tal. Entretanto, a resposta para os possíveis 

erros no genoma dos vírus construídos deve ser confirmada com sequenciamento completo dos 

vírus YFV17D-CPER e YFV17DZIKV-CPER. 

Caso a instabilidade seja confirmada por problemas na amplificação e purificação dos 

fragmentos, seria necessário repetir a CPER seguida de uma nova tentativa de recuperação viral. 

Com a obtenção dos vírus viáveis, principalmente o recombinante YFV17DZIKV-CPER, 

poderíamos iniciar experimentos in vivo avaliando este vírus como candidato vacinal contra 

ZIKV, principalmente se demonstrássemos proteção contra infecção e, até mesmo, evitando o 

nascimento de proles com SCZ (ABBINK; STEPHENSON; BAROUCH, 2018). O passo 

seguinte no desenvolvimento de vacinas é o ensaio clínico em seres humanos, caso o candidato 

vacinal seja imunizante contra o microrganismo de interesse (KRAMMER, 2020). Por fim, 

caso estável, o YFV17DZIKV-CPER poderia ser uma vacina contra o ZIKV. 

Nossos resultados mostram que trabalho foi bem sucedido na construção e na 

recuperação dos vírus YFV17D-CPER e YFV17DZIKV-CPER. No entanto, ainda faltam 

respostas para justificar ausência de estabilidade e a manutenção da partícula viral infecciosa 

após sucessivas passagens.  
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6 CONCLUSÃO 

Foi possível obter o vírus YFV17D e o recombinante YFV17DZIKV, objetivo maior do 

trabalho, utilizando a técnica CPER.  
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ANEXO A – INFORMAÇÕES DO PLASMÍDEO CONTENDO A SEQUÊNCIA DO 

FRAGMENTO LINKER 
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ANEXO B – INFORMAÇÕES DO PLASMÍDEO CONTENDO A SEQUÊNCIA DO 

VÍRUS DA FEBRE AMARELA VACINAL COM PROTEÍNAS DO ZIKA 
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