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RESUMO

Em dezembro de 2019 um novo membro da familia Coronaviridae, Severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2), emergiu na China, e
desencadeou um novo tipo de pneumonia viral denominada de doenca do
coronavirus 2019 (COVID-19). Atualmente a doenca é classificada como uma
pandemia e é a sexta emergéncia de saude publica de interesse internacional ja
declarada pela Organizacdo Mundial da Saude. Desse modo, esfor¢cos herculeos
tém sido realizados por pesquisadores de todo o mundo para elucidar a infeccéo e
patogénese de SARS-CoV-2 e tragar estratégias de vacinagdo e terapias antivirais
eficazes. O virus Vaccinia Ankara Modificado (MVA) € um dos vetores de poxvirus
mais bem estudado e mundialmente utilizado para expresséo de genes heterélogos.
Diante do exposto, o presente trabalho objetivou a construcdo de um MVA
recombinante (rMVA) expressando a enzima conversora de angiotensina Il humana
(hACE2), proteina utilizada pelo SARS-CoV-2 para infectar as células hospedeiras,
para a criacdo de um modelo de infeccdo experimental do virus. Em sintese,
culturas de células BHK-21 foram infectadas com MVA selvagem (MVA-WT) e
transfectadas com o plasmideo de transferéncia contendo o cDNA da ACE2
humana, pLW44-ACE2, gerando através de recombinacdo homdloga, o virus
recombinante MVA expressando a hACE2 (rMVA-hACE2). Os virus recombinantes
passaram por rodadas de purificacdo de placa para eleicdo dos clones de rMVA-
hACE2 mais robustos, e eliminacdo do MVA-WT; para posterior amplificacao
gradativa do virus. Paralelamente a técnica de selecdo em meio semissolido, foi
proposta a utilizacdo da técnica de Cell sorting. A utilizacdo da nova técnica foi
efetiva na obtencdo de clones, além de permitir uma amplificacdo mais eficiente e
rapida. O virus recombinante construido teve a expressao da proteina confirmada
por citometria de fluxo e posteriormente purificado e titulado. Os dados obtidos
sugerem uma reformulacdo na técnica de producdo de MVAs recombinantes e
confirmam o sucesso do construto de rMVA- hACE2, tornando-o elegivel para a

proposta de construcdo do modelo de infeccédo experimental para SARS-CoV-2.

Palavras-chave: SARS-CoV-2, ACE2, modelo animal, poxvirus, vetores

recombinantes



ABSTRACT

In December 2019, a new member of the Coronaviridae family, Severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2), emerged in China, and triggered
a new type of viral pneumonia called coronavirus disease 2019 (COVID-19). The
disease is currently classified as a pandemic and is the sixth public health
emergency of international concern ever declared by the World Health Organization.
Thus, herculean efforts have been undertaken by researchers around the world to
elucidate the infection and pathogenesis of SARS-CoV-2 and to outline effective
vaccination strategies and antiviral therapies. Modified Vaccinia Ankara virus (MVA)
is one of the best-studied poxvirus vectors used worldwide for expression of
heterologous genes. In view of the above, the present work aimed at the construction
of a recombinant MVA (rMVA) expressing the human angiotensin 1l converting
enzyme (hACE2), a protein used by SARS-CoV-2 to infect host cells, for the creation
of a model of experimental virus infection. In summary, cultures of BHK-21 cells were
infected with wild-type MVA (MVA-WT) and transfected with the transfer plasmid
containing the human ACE2 cDNA, pLW44-ACE2, generating through homologous
recombination, the recombinant MVA virus expressing hACE2 (rMVA-hACE?2).
Recombinant viruses underwent rounds of plaque purification to choose the most
robust rIMVA-hACE2 clones and eliminate MVA-WT,; for further gradual amplification
of the virus. Parallel to the selection technique in semi-solid medium, the use of the
Cell sorting technique was proposed. The use of the new technique was effective in
obtaining clones, in addition to allowing a more efficient and faster amplification. The
constructed recombinant virus had protein expression confirmed by flow cytometry
and subsequently purified and titrated. The data obtained suggest a reformulation of
the technique for producing recombinant MVAs and confirm the success of the
rMVA-hACE2 construct, making it eligible for the proposed construction of an

experimental infection model for SARS-CoV-2.

Keywords: SARS-CoV-2, ACE2, animal model, poxvirus, recombinant vectors



FIGURA
Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

Figura 17.

LISTA DE FIGURAS

DESCRICAO

Representacdo esquematica da arvore filogenética dos
coronavirus.

Esquema do genoma de SARS-CoV-2.

Esquema da particula viral de coronavirus.

Estrutura geral do complexo RBD-ACE2-BOAT1.

Ciclo de multiplicacdo de SARS-CoV-2.

Possivel origem de SARS-CoV, MERS-CoV e SARS-CoV-
2.

Numero de casos de COVID-19 relatados por regido, pela
OMS.

Distribuicdo do numero de casos de COVID-19 por
territério, regido ou pais representado por escala de cores.
Numero de casos acumulados de COVID-19 por data de
notificacdo, com destaque para os estados com 0s maiores
ndmeros de casos.

Morfologia e estrutura de poxvirus.

Ciclo de Multiplicagéo dos Poxvirus,

Representacédo esquematica do vetor de transferéncia
pLW44-hACE?2.

Representacéo dos pares de bases presentes no vetor de
transferéncia pLW44-hACE2.

Geracdao de virus recombinantes (rMVA-hACE2) em cultura
de células BHK-21.

Esquema de rodadas de selecao clonal em gel de agarose
com transfec¢éo ndo submetida ao Cell sorting.

Esquema de rodadas de selecao clonal em gel de agarose
com transfec¢éo ndo submetida ao Cell sorting.
Purificacdo em placa — Comparacéo da robustez de clones
recombinantes (rMVA-hACE?2) em cultura de células BHK-

PAG

23

24

26

29

32

34

39

40

41

46

48

55

56

72

74

76

78



Figura 18.

Figura 19.

Figura 20.

Figura 21.

21 (Agarose com 12 rodada de Cell sorting X Agarose com
22 rodada de Cell sorting).
Eficiéncia dos métodos de purificacdo em placa (agarose
x 1° Cell sorting x 2° Cell sorting) para amplificac&o.
Amplificagdo de virus recombinantes (rMVA-hACE2) em
cultura de células BHK-21. Comparacao da robustez de
amplificacdo (Antes do 2° Cell sorting X Apd6s o 2° Cell
sorting).
Amplificacdo gradativa de virus recombinantes (rMVA-
NnACE2) em cultura de células BHK-21. Progressao e
=ficiéncia de amplificacao (antes do 2° Cell sorting x apés
2° Cell sorting)
Andlise da expressao da proteina ACE2 pelo vetor MVA

recombinante.

83

85

87



LISTA DE TABELAS

TABELA DESCRICAO PAG

Tabela1l. Sintese do nUmero de casos, 6bitos, incidéncia e 41

mortalidade da COVID-19 por regido brasileira.



LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS

+ssRNA

ACE2 - enzima conversora de
angiotensina Il

ADE — aumento dependente de
anticorpo

anti-S-1gG — anticorpo anti-
imunoglobulina-G-S

CAP - capeamento

cDNA - fita de DNA complementar
CEF — células de fibroblastos de
embrido de galinha

CEV - envelope associado a célula
CLD — dominio de colectrina C-
terminal

CoV - coronavirus

COVID-19 — Doenca do coronavirus

2019

CTD — dominio C-terminal

CVA - Vaccinia Chorioallantois
Ankara

DNA — acido desoxirribonucleico
dNTP — desoxinucleotideo trifosfato
DTT - ditiotreitol

E — glicoproteina E

ECP — efeito citopatico

EDTA — acido
etilenodiaminotetracético

EEV — virion externo envelopado
ERGIC — complexo intermediario
ER-Golgi

FcR — receptor Fc

FP — peptideo de fuséo

g - gravidade

GAGs - glicosaminoglicanos

GFP — Green Fluorescente Protein
hACE2 — enzima conversora de
angiotensina humana

HCoV - coronavirus humano

HGT — transferéncia génica horizontal
HR1 - regido de repeticdo do heptato 1
HR2 - regido de repeticdo do heptato 2
ICTV — Comité Internacional de
Taxonomia de Virus

IEV — virus envelopado intracelular

IMV — virus intracelular maduro

Kb - kilobases

kd — constante de dissociagao

kDa - quilodaltons

L-15- meio Leiobowitz-15

LB — meio Luria Broth

M — glicoproteina M

MEM — meio minimo de Eagle

min — minutos

mL - mililitro

mM — milimolar

M.O.l — multiplicidade de infeccéo
MRNA — acido ribonucleico mensageiro
MERS - sindrome respiratoria do Oriente
Médio

MERS-CoV - coronavirus da sindrome
respiratoria do Oriente Médio

MV — virus maduros

MVA — Vaccinia Ankara Modificado

N — proteina do nucleocapsideo
NCLDV - virus de DNA

nucleocitoplasmatico



nm - nanémetro

NSPs — proteinas nédo estruturais
nt - nucleotideo

NTD — dominio N-terminal

OMS — Organizacao Mundial da
Saude

ORFs — janela de leitura aberta
ORORs — proteinas acessorias
codificadoras

PAGE — eletroforese em gel de
poliacrilamida

PCR - reacao em cadeia da
polimerase

PD — dominio peptidase

PFU — unidade formadora de placa

pH — potencial hidrogeniénico
RO — nimero reprodutivo basico
RBD — dominio de ligacao ao
receptor

RE — reticulo endoplasmatico
rpm — rota¢des por minuto

RNA — &cido ribonucleico
RRAR —

RT-PCR - reacdo em cadeia da
polimerase associada

S — glicoproteina S

SARS - sindrome respiratoria

aguda grave

SARS-CoV - coronavirus da sindrome
respiratéria aguda grave
SARS-CoV-2 — coronavirus 2 da
sindrome respiratoria aguda grave
SDS - sédio dodecil sulfato

SDRA — sindrome do desconforto
respiratorio agudo

SFB - soro fetal bovino

SgRNAs — RNAs subgendmicos
SRA - sistema renina-angiotensina
sSRNA — RNA de fita simples

TAE — tampao Tris acetato EDTA
TBE — tampao Tris-borato-EDTA
TE — tampao Tris EDTA

TGH - transferéncia génica horizontal
TMPRSS?2 - protease serina do tipo
transmembranar Il

UV - ultravioleta

V - volts

VACYV - Vaccinia virus

VARV - Variola virus

WHO — World Health Organization
a-CoV - Alphacoronavirus

B-CoV - Betacoronavirus

y-CoV - Gammacoronavirus

0-CoV — Deltacoronavirus

ML — microlitro

Mg - micrograma



SUMARIO

1 INTRODUCAO
2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 FAMILIA CORONAVIRIDAE

2.1.1
2.1.2
2.1.3
2.1.4

Aspectos taxondmicos e filogenéticos
Estrutura do genoma

Particula viral

Ciclo de multiplicagdo dos coronavirus

2.1.4.1 Enzima Conversora de Angiotensina Il (ACE2)

2.1.4.2 Ciclo de multiplicacéo

2.15
2.1.6
2.1.7
2.1.8
2.1.9

Origem e transmisséo de SARS-CoV-2
COVID-19

Manifestacdes clinicas e fisiopatologia
Epidemiologia

Modelos animais

2.2 FAMILIA POXVIRIDAE

221
2.2.2
2.2.3
224

2.2.5
(MVA)

Relagdes filogenéticas

Estrutura genémica

Particula viral

Ciclo de multiplicacéo dos poxvirus

Poxvirus como vetores virais e o virus Vaccinia Ankara Modificado
49

3 JUSTIFICATIVA
4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
5 METODOLOGIA

51 CONSTRUCAO DO VETOR DE TRANSFERENCIA — PLASMIDEO pLW44-

hACE2

5.2 CULTURA DE CELULAS BHK-21
5.3 AMOSTRAS DE VIRUS

5.3.1

Virus MVA selvagem

5.3.1.1 Origem e multiplicacao
5.3.1.2 Purificagao
5.3.1.3 Titulacao

19
22
22
22
23
25
27
27
29
32
34
35
38
42
44
44
44
45
46

51
53
53
53
54

54
56
57
57
57
58
58



5.3.2 Virus MVA-GFP 59

5.3.3  Virus recombinante rMVA-hACE2 59
5.3.3.1 Transfeccao de células 59
5.3.3.2 Selecao de virus recombinante 60

5.3.3.2.1 Purificacdo em Placa e triagem por microscopia de fluorescéncia
60
5.3.3.2.2 Cell sorting 61
5.3.3.3  Amplificacéo e purificacédo 62
5.3.3.4 Titulacdo e Estoque Viral 65

5.4 CONFIRMACAO DA CONSTRUCAO DOS VIRUS RECOMBINANTES 66
5.4.1 Extracdo de material genético e Verificacdo da Presenca do Inserto no

virus recombinante 66
5.4.2 Avaliacdo da expresséao da proteina hACE2 68

6 RESULTADOS 71
6.1 CONSTRUCAO DO VIRUS rMVA-hACE2 71
6.1.1 Transfecgao 71
6.1.2 Selecéo clonal — Purificacdo em placa x Cell sorting 73
6.1.3 Amplificacéo viral 82

6.2 Confirmacéo da expressao da proteina hACE2 86

7 DISCUSSAO 88
8 CONCLUSOES 94
9 PERSPECTIVAS 95
10 REFERENCIAS 96

11 GLOSSARIO 121



19

1 INTRODUCAO

Em dezembro de 2019, um surto de pneumonia de etiologia desconhecida
surgiu na provincia de Hubei, cidade de Wuhan, China (SOHRABI et al, 2020;
HARAPAN et al, 2020). Suas caracteristicas clinicas eram muito semelhantes as de
uma pneumonia viral e ap0s analises de amostras do trato respiratorio, realizadas
pelo Centro de Controle e Prevencdo de Doencas da China, um novo tipo de
coronavirus foi proposto como o causador da enfermidade. O virus recém-
descoberto foi nomeado oficialmente pelo Comité Internacional de Taxonomia de
Virus (ICTV), como Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2),
e a doenca recebeu o nome oficial de doenca do coronavirus 2019 (COVID-19), pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (CUI, LI e CHI, 2019; LAl et al, 2020; WANG
et al, 2020; WHO, 2020).

O SARS-CoV-2 € o terceiro coronavirus a desencadear uma epidemia em
larga escala no século XXI, apds o Severe acute respiratory syndrome coronavirus
(SARS-CoV), em 2002, e o Middle East Respiratory Syndrome-related Coronavirus
(MERS-CoV) em 2012. (WHO, 2019; ALANAGREH, ALZOUGHOOL, ATOUM, 2020;
SHEREEN et al, 2020; YANG et al, 2020; WANG et al, 2020).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) declarou a COVID-19 uma
pandemia no dia 11 de marco de 2020, dada sua sintomatologia distinta e
velocidade de propagacdo. Até a data de 6 de janeiro de 2023, a OMS registrou
mais de 657 milh6es de casos de COVID-19 distribuidos em todo o mundo e mais
de 6,5 milhdes de oObitos (WHO, 2023).

Em 2021, muitas vacinas foram desenvolvidas com sucesso em todo o
mundo, sendo mais de 13 milh6es de doses administradas até 22 de dezembro de
2022, segundo a OMS (WHO, 2023). Além disso, também foram alcancados
avangos com medicamentos antivirais, como o Paxlovid e Molnupiravir, por exemplo,
ambos demonstrando bons efeitos terapéuticos (WEN et al, 2022). Entretanto,
mesmo que grandes progressos tenham sido obtidos na pesquisa da COVID-19,
ainda ha um grande namero de questdes a serem respondidas, dentre elas a origem
do virus, a razdo de sua alta transmissibilidade e os mecanismos subjacentes ao
seu amplo espectro de manifestacdes clinicas. Adicionalmente, com o surgimento e

deteccdo das variantes de SARS-CoV-2, acima de tudo, as variantes de
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preocupacéo (VOCs), a pesquisa da COVID-19 entrou em uma nova fase (MUNOZ-
FONTELA et al, 2022).

Nesse aspecto, 0s modelos animais representam um componente
indispensavel na pesquisa da COVID-19, uma vez que podem reproduzir as
caracteristicas clinicas e patolégicas da doenca em humanos. Sendo assim, séo
essenciais para estudos sobre interacdo virus-hospedeiro, patogénese viral,
transmissao, agentes terapéuticos e vacinas (CHU, CHAN e YUEN, 2022).

No tocante a interacdo virus-hospedeiro, a entrada mediada por receptor é a
primeira etapa de uma infecc¢éo viral na célula hospedeira. O dominio de ligagédo ao
receptor (RBD) da proteina S de SARS-CoV e SARS-CoV-2 interage com a enzima
conversora de angiotensina Il (ACE2) humana na etapa de adsorcdo do ciclo de
multiplicacdo do virus para permitir a sua ligacdo e posterior penetracdo na célula
alvo (YUAN et al, 2020).

Considerando estudos experimentais, os camundongos (Mus musculus),
modelos largamente utilizados na pesquisa, ndo sdo naturalmente suscetiveis a
infeccdo por SARS-CoV-2, ja que a enzima conversora de angiotensina 2 de
camundongo (MACEZ2) ndo interage com o receptor do virus (SUN et al, 2020; Bl et
al, 2021; CHU, CHAN e YUEN, 2022; JOHANSEN et al, 2022; MUNOZ-FONTELA et
al, 2022; PANDAMOOZ et al, 2022).

Sendo assim, os camundongos podem ser sensibilizados a infeccdo por
SARS-CoV-2 através de diferentes estratégias, dentre as quais, se destaca a
introducao da expressédo de hACE2 utilizando a transdugé&o de vetor viral (SUN et al,
2020).

Nesse sentido, os poxvirus recombinantes tém sido propostos como refinadas
ferramentas de trabalho para a pesquisa basica e aplicada. Uma propriedade
relevante e bem sucedida dos vetores virais de poxvirus consiste na eficiéncia de
entrega e expressao de genes exdgenos para a sintese de proteinas recombinantes
(SUTTER e STAIB, 2003; LUNDSTROM, 2018). Dentre os principais poxvirus
atenuados em uso, destaca-se o Vaccinia Ankara Modificado (MVA, do inglés
Modified Vaccinia Ankara), um poxvirus altamente atenuado e frequentemente
utilizado como vetor viral (VERHEUST et al, 2012; ALTENBURG et al, 2017).

Nesse aspecto, embora a geracdo de MVAs seja bem sucedida com a
metodologia tradicional (STAIB, DREXLER e SUTTER, 2004), a etapa de purificagao

em placa tem sido relatada como um dos pontos mais criticos na construcdo de
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rMVAs, sendo referida como demorada e tediosa (BARBIERI et al, 2018; KUGLER
et al, 2019; ANTOSHKINA et al, 2022). Sendo assim, a geracdo de MVAs
recombinantes vem sendo aperfeicoada e diversas metodologias alternativas e/ou
auxiliares tém sido projetadas e propostas (STAIB et al , 2004; HOLZER et al, 2005;
BARBIERI et al, 2018; KUGLER et al, 2019; ANTOSHKINA et al, 2022).

Desse modo, o presente trabalho objetivou a construcdo de um virus MVA
recombinante expressando a ACE2 humana, propondo ajuste de técnica, para a

criacdo de um modelo de infeccao experimental para ao SARS-CoV-2.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1  FAMILIA CORONAVIRIDAE

2.1.1 Aspectos taxondmicos e filogenéticos

A classificacdo atualizada dos coronavirus (CoV) abrange 39 espécies
incluidas em 27 subgéneros. Estes, por sua vez, sdo agrupados em cinco géneros
de duas subfamilias, que pertencem a familia Coronaviridae, subordem
Cornidovirineae, ordem Nidovirales e reino Riboviria (ZIEBUHR et al, 2017; FUNG e
LIU, 2019; SIDDELL et al, 2019; ZIEBUHR et al, 2019; ICTV, 2020; CHEN et al,
2020).

Anteriormente denominado de 2019-nCoV e, atualmente classificado pelo
ICTV como Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2), este
novo CoV faz parte da subfamilia Coronavirinae (ICTV, 2020; JIN et al, 2020;
NADEEM et al, 2020). Esta subfamilia compreende quatro géneros:
Alphacoronavirus (a-CoV), Betacoronavirus (B-CoV), Gammacoronavirus (y-CoV) e
Deltacoronavirus (6-CoV). O SARS-CoV-2 é um B-CoV incluido no subgénero
Sarbecovirus. Os B-CoV e a-CoV infectam, exclusivamente, mamiferos. Os outros
dois géneros compreendem coronavirus parasitas de aves com alguns deles
infectando mamiferos. A figura 1 esquematiza a arvore filogenética dos CoVs, com
destaque para o recente acréscimo de SARS-CoV-2 (WOO et al, 2012; CUI, LI e
SHI, 2018; CHEN et al, 2020; JIN et al, 2020; MUHAMMAD et al, 2020; TAY et al,
2020; WROBEL et al, 2020; WU et al, 2020).
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Figura 1. Representacdo esquematica da arvore filogenética dos coronavirus. O contetdo
destacado em vermelho ressalta a atual adicdo do recém-emergido SARS-CoV-2 e 0 WSFMP
Wuhan-Hu-1 é utilizado como referéncia na &rvore. A arvore filogenética que aponta a relagdo de
Wuhan-Hu-1 (destacada em vermelho) com coronavirus selecionado é baseada em sequéncias
nucleotidicas do genoma completo. Os virus estdo organizados em quatro géneros: Alphacoronavirus
(azul), Betacoronavirus (rosa), Gammacoronavirus (verde) e Deltacoronavirus (azul claro). Os
agrupamentos de subgrupos sao rotulados como la e 1b para o Alphacoronavirus e 2a, 2b, 2c e 2d
para o Betacoronavirus. Essa arvore tem embasamento nas arvores publicadas para a subfamilia
Coronavirinae e reconstruida com sequéncias da regido completa de codificagdo da RNA polimerase
dependente de RNA dos novos coronavirus representativos (método de méxima verossimilhanga
usando o software MEGA 7.2). Legenda: coronavirus da sindrome respiratdria aguda grave (SARS-
CoV); coronavirus relacionado a SARS (SARSr-CoV); coronavirus da sindrome respiratéria do
Oriente Médio (MERS-CoV); virus da diarreia entérica porcina (PEDV); Pneumonia no mercado de
frutos do mar de Wuhan (Wuhan-Hu-1). BatCovRaTG13 demonstrou alta identidade de sequéncia
para SARS-CoV-2 (MUHAMMAD et al, 2020).

2.1.2 Estrutura do genoma

Os CoVs sao virus de RNA de fita simples, senso positivo (+ssRNA) e nao
segmentado. O tamanho do genoma é€ variavel, entre 27 e 32 kilobases (kb), sendo
um dos maiores virus de RNA descritos (CUI, LI e SHI, 2018; ALANAGREH,
ALZOUGHOOL, ATOUM, 2020; CHEN et al, 2020; LAI et al, 2020; NADEEM et al,
2020; SHEEREN et al, 2020; SIVARAMAN et al, 2020; SU et al, 2020; WANG et al,
2020).

O RNA gendmico dos CoVs codifica uma cadeia de poliproteinas compostas
por 16 proteinas ndo estruturais e quatro proteinas estruturais; apresenta uma
estrutura do tipo cap em 5’ e é poliadenilado na regido 3’, além de conter varias
janelas de leitura aberta (ORFs). A ordem dos genes é basicamente: 5-replicase-
(glicoproteina spike — S)- ( proteina do envelope — E)-(glicoproteina de membrana —
M)-(proteina do nucleocapsideo - N)-3, com varios ORORs (proteinas acessorias
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codificadoras) pequenos espalhados entre os genes estruturais. Duas grandes
ORFs (ORF1la e ORF1b), ocupam aproximadamente dois tercos do genoma e sao
responsaveis por codificarem a replicase dos CoVs, que é diretamente traduzida a
partir do RNA gendémico. Os genes estruturais e acessorios, sdo traduzidos a partir
de RNAs subgendmicos (sgRNAs) originados durante a transcrigdo/replicacédo do
genoma (FUNG e LIU, 2019).

O genoma de SARS-CoV-2 possui aproximadamente 30 kb. Ele apresenta
sequéncias terminais 5’ e 3’ tipicas dos -CoV, com 265 nucleotideos nao traduzidos
(nt) na extremidade terminal 5’ e 229 nt ndo traduzidos na extremidade terminal 3’
(JIN et al, 2020; WU et al, 2020). Os comprimentos das sequéncias gendmicas Sao:
3822 nt para 0 gene S, 228 nt para o gene E, 669 nt para o gene M e 1260 nt para o
gene N. Semelhante ao SARS-CoV, SARS-CoV-2 carrega o gene ORF8 previsto,
com 366 nt de comprimento, localizado entre os genes ORF M e N. Além disso, 0
gene ORFlab da replicase previsto possui 21.291 nt de comprimento e contém 16
proteinas nao estruturais (NSPs) denominadas (NSP1-NSP16), seguidas por, pelo
menos, 13 ORFs a jusante. Outras ORFs na extremidade 3’ codificam proteinas
estruturais, incluindo S, E, M e N. A figura 2 exemplifica o genoma de SARS-CoV-2
(CHEN et al, 2020; JIN et al, 2020; WU et al, 2020; ZHU et al, 2020).

29903 bp

Figura 2. Esquema do genoma de SARS-CoV-2. Sequéncias terminais 5’ e 3’ do genoma de SARS-
CoV-2. A ordem dos genes é 5'- replicase ORFlab — spike S - envelope (E) - membrana (M) =N - 3.
ORF3ab, ORF6, ORF7ab, ORF8, ORF9ab e ORF10 estdo localizados nas posi¢cbes previstas
mostradas na figura. la, 1b, 3a, 3b, 6, 7a, 7b, 8, 9a, 9b, 10 na figura representam diferentes genes
ORF (Modificado de JIN et al, 2020).

As taxas de mutacBes estimadas dos coronavirus variam de moderadas a
altas em comparacdo com as de outros virus de ssRNA (SU et al, 2016). Os dois
locais genéticos de maior variabilidade no SARS-CoV estéo localizados no gene da
proteina S e no gene acessdrio ORF8. No MERS-CoV, os principais locais de
variacdo estdo localizados nos genes S, ORF4b e ORF3 (WOLF et al, 2018). Ja

para SARS-CoV-2 as principais diferencas na sequéncia do gene S s&o trés
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insercbes curtas no dominio N-terminal e alteragbes em quatro dos cinco residuos
principais no motivo de ligagdo ao receptor (CHEN et al, 2020; ZHOU et al, 2020).
Com base nessas mutacdes, Tang e colaboradores et al (2020)
demonstraram que SARS-CoV-2 evoluiu para dois tipos principais: o haplétipo “CT”
foi definido como o tipo “L”, pois T28.144 codifica leucina, enquanto o haplétipo “TC”
foi definido como o tipo “S” porque C28.144 codifica a serina. Devido a presséo
seletiva severa no tipo L, este parece ser mais prevalente e agressivo, além de se
espalhar mais rapidamente. Ja o tipo “S” pode ser ancestral e permanecer mais
suave devido a pressdo seletiva relativamente mais fraca. Hospedeiros humanos

s&o suscetiveis a um ou aos dois tipos (CHEN et al, 2020; TANG et al, 2020).

2.1.3 Particula viral

Os CoVs sao virus envelopados, de forma esférica ou pleomorfica e possuem
um diametro que varia entre 80 e 120 nm. A superficie externa do virion é
ornamentada com projeg¢des que remetem ao formato de uma “coroa”, constituidas
pela glicoproteina spike (S); sendo essa a caracteristica responsavel pelo nome da
familia (MASTERS, 2006; FUNG e LIU et al, 2019; CHEN et al, 2020).

A particula viral de SARS-CoV-2 possui um didametro aproximado de 60 a 100
nm e formato esférico a oval, com picos Unicos que variam de 9 a 12 nm (ZHU et al,
2020; JIN et al, 2020). A glicoproteina S é a proteina de superficie mais importante,
pois permite a adsorcdo e posterior penetracdo na célula hospedeira (WALLS et al,
2020). Sua estrutura compreende duas subunidades proteoliticamente ativadas:
subunidade S1, que compreende o dominio N-terminal (NTD) e um dominio de
ligacdo ao receptor (RBD), também conhecido como dominio C-terminal (CTD) e
uma subunidade S2 (COUTARD et al, 2020). O RBD envolve o receptor hospedeiro
(SRINIVASAN et al, 2020). A subunidade S2 consiste em uma regiao de peptideo de
fusdo (FP) e duas regifes de repeticdo do heptato: HR1 e HR2 (BOSCH et al, 2004;
LIU et al, 2020; TAY et al, 2020). A subunidade S2 fica responsavel pela fusdo com
a membrana da célula hospedeira (SRINIVASAN et al, 2020). A glicoproteina S
revela uma conformagdo homotrimérica com as subunidades S1 e S2 presentes em
cada unidade monomeérica. A figura 3 esquematiza a particula viral de SARS-CoV-2
(YUAN et al, 2017; SIVARAMAN et al, 2020; ALANAGREH, ALZOUGHOOL,
ATOUM, 2020).
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Genoma viral de RNA

Figura 3. Esquema da particula viral de coronavirus. Adaptado de ALANAGREH, ALZOUGHOOL,
ATOUM, 2020.

7z

O envelope viral é constituido, principalmente, pela glicoproteina de
membrana (M), a proteina estrutural de maior abundancia incorporada ao envelope
através de trés dominios transmembranares. Ela é responsavel pela formacéo do
virion (MASTERS, 2006). Além dessa, uma pequena proteina transmembranar
conhecida como proteina do envelope (E) também estd presente, apesar de em
menor quantidade. Essa auxilia na montagem e liberacdo dos virus. Tanto a proteina
M quanto a proteina E estéo localizadas entre as proteinas S no envelope do virus
(LIU e INGLIS, 1991; FUNG e LIU; 2019; WU et al, 2020).

Também existe a proteina do nucleocapsideo (N), responsavel por empacotar
o genoma. Quando ligada ao RNA adquire um formato que lembra “micangas”
penduradas em uma corda, formando um nucleocapsideo helicoidalmente simétrico.
Sua posicao é interna a bicamada fosfolipidica do envelope. Além dessas quatro
proteinas principais, também existem proteinas estruturais e acessorias especificas
para cada espécie (MASTERS, 2006; DEDIEGO et al, 2006; NEUMAN et al, 2011;
DEMODGINES, FARZAN e SAWYER, 2012; CUI et al, 2015; FUNG e LIU; 2019; JIN
et al, 2020).
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2.1.4 Ciclo de multiplicagdo dos coronavirus

2141 Enzima Conversora de Angiotensina Il (ACE2)

A interacdo com o receptor alvo é o principal determinante da gama de
hospedeiros e do tropismo tecidual para um virus. Nesse aspecto, alguns
coronavirus humanos (hCoVs) adotaram enzimas de superficie celular como
receptores alvos no processo de infeccdo (FUNG e LIU, 2019; HOFFMANN et al,
2020; LETKO, MARZI e MUNSTER, 2020; WALLS, et al, 2020; WAN et al, 2020;
YAN et al, 2020; WU et al, 2020). A enzima conversora de angiotensina Il (ACE 2)
humana, a principio, descrita como um receptor funcional para SARS-CoV, também
atua como receptor para o alfacoronavirus HCoV-NL63 (LI et al, 2003 e JACKSON
et al, 2021) e para 0 SARS-CoV-2 (JIN et al, 2020; LI et al, 2020; ZHOU et al, 2020).

Originalmente descrita no ano 2000, a ACE2 tém sido sugerida como um
homologo da enzima conversora de angiotensina (ACE), uma vez que exibem 42%
de homologia de sequéncia de aminoacidos (SAMAVATI e UHAL, 2020; MEDINA-
ENRIQUEZ et al, 2020). O gene codificante da ACE2 esta localizado no
cromossomo X e mapeado na posicdo Xp22. Ele possui 39,98 kb de tamanho e
contém 18 éxons e 20 introns. Esse gene passa por splicing alternativo gerando seis
variantes que sao responsaveis pelo seu alto grau de polimorfismo. Essas variantes
genéticas foram associadas a varias doencas, tais como hipertensdo, doenca
cardiovascular, acidente vascular cerebral e diabetes; algumas dentre as quais, sao
fatores predisponentes para o desenvolvimento da forma grave da COVID-19 ou
fazem parte da sintomatologia da doenca (CRACKOWER et al, 2002; DEVAUX,
ROLAIN e RAOULT, 2020; MEDINA-ENRIQUEZ et al, 2020; SAMAVATI e UHAL,
2020).

Para além de seu papel como receptor para alguns coronavirus, o seu papel
fisiolégico principal € o de maturar a angiotensina (Ang), um horménio peptidico que
controla a vasoconstricdo e a pressado sanguinea (YAN et al, 2020). A ACE2 também
funciona como acompanhante no trafego de membranas do transportador de
aminoacidos BOAT1, também conhecido como SLC6A19, que medeia a captacéo de
aminoacidos neutros nas células intestinais de uma maneira dependente de sodio
(YAN et al, 2020).
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A ACE2 é amplamente expressa nos pulmdes, que com uma vasta area de
superficie torna o tecido pulmonar altamente suscetivel & infec¢cdo por SARS-CoV-2
(HAMMING et al, 2004). Além dos pulmdes, o receptor ACE2 também €& expresso
nas células endoteliais do coracdo, rim e intestinos, e esses O0rgdos sao todos
vulneraveis ao SARS-CoV-2 (JIN et al, 2020; XU et al, 2020; TAY et al, 2020;
WALLS et al, 2020; YAN et al, 2020; ZHANG et al, 2020; ZHAO et al, 2020; ZOU et
al, 2020).

Essa enzima é uma glicoproteina de membrana integral do tipo I. Sua
estrutura completa consiste de um dominio peptidase (PD) N-terminal ativo, com
dois lobos, semelhante a estrutura de uma “garra” e extracelular. Além disso, ha
também um dominio de colectrina C-terminal (CLD) que termina em uma hélice
Gnica transmembranar, mais um segmento intracelular de aproximadamente 40
residuos. Esse ultimo pode assumir conformagdes “abertas” e “fechadas” (ZHANG et
al, 2001; HAMMING et al, 2004; JIN et al, 2020; NADEEM et al, 2020; SIVARAMAN
et al, 2020; YAN et al, 2020; ZHANG e LIU, 2020). Além disso, ACE 2 € uma enzima
do tipo metalopeptidase de zinco que contém 805 aminoacidos e um Unico dominio
catalitico que funciona no metabolismo de peptideos circulantes (HAMMING et al,
2007; FAM et al, 2020; HUSSAIN et al, 2020; ZHANG et al, 2020).

A interacdo da glicoproteina S de SARS-CoV-2 com ACE2 e sua subsequente
clivagem por uma serina protease e fusdo, sdo o0s principais eventos na
fisiopatologia da COVID-19 (NADEEM et al, 2020). Seis aminoacidos sdo criticos
para a ligacdo de ACE2 a proteina S de SARS-CoV-2: Leu455, Phe486, GIn493,
Serd494, Asn501 e Try505 (ANDERSEN et al, 2020; WAN et al, 2020). A
glicoproteina S exibe uma alta afinidade de ligacdo com ACE2, o que pode ser
confirmado pelo baixo valor da constante de dissociacdo (kd 15nM). Ainda, a
afinidade de ligacdo ao receptor da proteina S de SARS-CoV-2 é 10 vezes maior
que a da proteina S de SARS-CoV (PEIRIS, GUAN e YUEN, 2004; WU et al, 2012;
KIRCHDOERFER et al, 2018; WAN et al, 2020; WRAPP et al, 2020). Essa forte
afinidade pode ser outra razdo pela qual o SARS-CoV-2 se dissemina mais
rapidamente. A figura 4 esquematiza a estrutura geral do complexo RBD-ACE2-
BOAT1 (SIVARAMAN et al, 2020; YAN et al, 2020).
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Citosodlico

Figura 4. Estrutura geral do complexo RBD-ACE2-BOAT1. A etapa inicial da entrada do virus
SARS-CoV-2 durante a infeccdo é a ligacdo da proteina de pico trimérica viral (clivada nas
subunidades S1 e S2, a primeira das quais contém o dominio de ligacdo do receptor, RBD) ao
receptor dimérico da angiotensina - enzima conversora 2 (ACE2) que esta aqui representada no
complexo com a proteina de membrana que ela acompanha, BOAT1. ACE2 é formado por um
dominio N-terminal de peptidase (PD) e o dominio C-terminal semelhante a colectrina (CLD). ACE2
mostra uma conformagéo fechada e uma conformacéo aberta (representada) no nivel de contato PD;
no entanto, apenas a conformacéo fechada liga o RBD de SARS-Cov-2. A) Estrutura do complexo:
protbmero A de ACE2 (ciano), protdbmero B de ACE2 (azul), protdbmero A de BOAT1 (rosa) e
protdmero B de BOATL1 (cinza). A por¢édo vermelha e a por¢do dourada representam os protdmeros
de RBD. As por¢Bes de glicosilagdo sao mostradas como bastdes. O complexo € colorido por
subunidades, com o PD e CLD em um protémero ACE2 colorido em ciano e azul, respectivamente. B)
Uma conformacéo aberta e fechada do complexo. Os dois PDs, que entram em contato um com o
outro na conformacgdo fechada, sdo separados na conformacdo aberta. (Adaptado de YAN et al,
2020).

2.1.4.2 Ciclo de multiplicacéo

Como parasitas intracelulares obrigatorios restritos por capacidades
gendmicas limitadas, todos os virus evoluiram para manipular fatores de seus
hospedeiros de forma a facilitar sua multiplicacdo. O ciclo de multiplicacdo dos
CoVs, assim como dos demais virus, é dividido em etapas: adsorcdo, penetracao,
desnudamento, traducdo da replicase viral, replicacdo do genoma, traducdo de
proteinas estruturais, morfogénese e liberacdo dos virions, respectivamente (FUNG
e LIU, 2019).

A adsorcédo se inicia com a ligagdo da proteina S ao receptor na superficie
celular da célula hospedeira. A RBD de S se liga ao dominio peptidase (PD) da
ACE2, o que inicia o processo de infec¢cao (ZHOU et al, 2020). Trabalhos recentes
demonstram que SARS-CoV-2 penetra na célula hospedeira via endocitose mediada
por receptor (CHOU, 2007; OU et al, 2020). A ligacdo da RBD & ACE2 desencadeia

a endocitose do virion SARS-CoV-2 e a expde a proteases endossémicas
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(SIMMONS et al, 2005). A ACE2 é clivada por uma protease serina do tipo
transmembranar Il (TMPRSS2) para ativar a penetracdo do virus (NADEEM et al,
2020). No interior do endossomo, a subunidade S1 é clivada, expondo o peptideo de
fusdo, que se insere na membrana hospedeira. A regido S2 se dobra sobre si
mesma para reunir as regides HR1 e HR2. Isso desencadeia a fusdo com a
membrana e liberagdo do pacote viral no citoplasma do hospedeiro (TAY et al,
2020). A glicoproteina S de SARS-CoV-2 e SARS-CoV interage com ACE 2 em
condicbes de pH neutro para fusdo ou endocitose e penetracdo nas células
hospedeiras (MASTERS, 2006; SIVARAMAN et al, 2020).

E relevante ressaltar que SARS-CoV-2 possui um local de clivagem
multibasico rico em arginina, também denominado como local de clivagem da furina
(RRAR) que é sensivel a furina, uma enzima presente nas células hospedeiras
(WRAPP et al, 2020; WALLS et al, 2020; HOFFMANN et al, 2020). Através de
andlise mutacional, um estudo confirmou que o local de clivagem da furina deve
permanecer intacto para o processamento proteolitico de alta eficiéncia da
glicoproteina S de SARS-CoV-2 e posterior penetracdo na célula hospedeira
(HOFFMANN et al, 2020; SIVARAMAN et al, 2020).

ApOs a penetracdo e posterior desnudamento, o RNA gendmico serve de
molde para permitir que a tradugdo da ORFla produza a poliproteina ppla. A
clivagem autoproteolitica de ppla e pplab, esta ultima traduzida da ORF1b, gera 15
a 16 proteinas nao estruturais (nsps) com diversas funcdes (MASTERS, 2006;
FUNG e LIU, 2019).

A préxima etapa no ciclo de vida dos coronavirus € a transcricdo e replicacao
de seu genoma. Utilizando o RNA genémico como molde, a replicase dos CoVs
sintetiza 0 RNA de sentido negativo completo, que por sua vez € utilizado como
molde para a sintese do RNA gendmico. A polimerase também pode alternar o
molde durante a transcrigdo, produzindo assim um conjunto aninhado de sgRNAs
negativos, que sdo utilizados como moldes para a sintese de um conjunto aninhado
de 3 sgRNAs sensoriais (MASTERS, 2006; FUNG e LIU, 2019).

A traducdo das proteinas estruturais ocorre posteriormente a fase de
biossintese do material genético. A grande maioria dos sgRNAs de coronavirus é
funcionalmente monocistronica. Proteinas estruturais da membrana (S, M e E), além
de algumas proteinas acessorias associadas a membrana sao traduzidas no reticulo

endoplasmatico (RE), enquanto a proteina N é traduzida por ribossomos livres no
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citosol (MASTERS, 2006). Além disso, a maioria das proteinas estruturais dos CoVs
estdo sujeitas a modificacbes poés-traducionais que modulam suas fun¢bes; como
por exemplo, as proteinas S e M que sdo modificadas por glicosilacdo. O
dobramento e a maturacdo adequada de proteinas transmembranares virais,
especialmente a glicoproteina S, também €& fortemente dependente de proteinas
chaperonas no RE, como por exemplo, a calnexina (FUKUSHI et al, 2012; FUNG e
LIU, 2018; ZHENG et al, 2018; FUNG e LIU, 2019).

A montagem das particulas virais ocorre no compartimento intermediario entre
o RE e o complexo de Golgi ER-Golgi (ERGIC) e é orientada pela proteina M
(KLUMPERMAN et al, 1994; MASTERS, 2006). A interacdo homotipica da proteina
M fornece o suporte para a morfogénese dos virions, enquanto as interacées M-S e
M-N facilitam o recrutamento de componentes estruturais para o local de montagem
(HOGUE e MACHAMER, 2008). A proteina E também contribui para a montagem
das particulas, interagindo com M e induzindo a curvatura da membrana (LIM e LIU,
2001). No final da multiplicacdo, as particulas de CoVs séo transferidas para o
ERGIC e transportadas em vesiculas de parede lisa, onde séo trafegadas pela via
secretora para posterior liberacdo por exocitose. A figura 5 ilustra o ciclo de vida de
SARS-CoV-2 (FUNG e LIU, 2019; ALANAGREH, ALZOUGHOOL, ATOUM, 2020).
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Ligagdo da glicoproteina de pico (S) de SARS-CoV-2 a
enzima de conversdo da i ina (ECA 2) e px 1
viral por fusdo de membrana ou endocitose.
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Figura 5. O ciclo de multiplicacdo de SARS-CoV-2 na célula hospedeira. As glicoproteinas S do
virion ligam-se a enzima conversora de angiotensina Il (ACE2) do receptor celular do hospedeiro e
penetram nas células alvo através de uma via endossémica. ApGs a entrada do virus na célula
hospedeira, o RNA viral € exposto no citoplasma, posteriormente ao desnudamento do virus. ORFla
e ORFlab sé&o traduzidos para produzir poliproteinas ppla e pplab, que séo clivadas pelas proteases
do RTC. Durante a replicacdo, o RTC direciona as cépias de RNA de comprimento total (-) do
genoma e € usado como modelo para os genomas de RNA de comprimento total (+). Durante a
transcricdo, um conjunto aninhado de RNAs subgen6micos (sgRNAs) é produzido de maneira a
transcricdo descontinua (transcricdo fragmentada). Mesmo que esses sgRNAs possam ter varios
quadros de leitura abertos (ORFs), apenas o ORF mais proximo (até o extremo 5 ') sera traduzido.
ApOs a producdo das proteinas estruturais SARS-CoV-2, os nucleocapsideos sdo montados no
citoplasma e seguidos de brotamento no Ilimen do compartimento intermediario do reticulo
endoplasmatico (ER) -Golgi. Os virus sao liberados da célula infectada por exocitose. Fonte:
Adaptado ALANAGREH, ALZOUGHOOL, ATOUM, 2020.

2.1.5 Origem e transmissédo de SARS-CoV-2

Os coronavirus humanos exibem uma possivel origem zoonética, sendo os
morcegos os provaveis hospedeiros naturais dos a-CoV e B-CoV descritos até o
momento. Coronavirus humanos zoonéticos emergentes, como o SARS-CoV e
MERS-CoV, por exemplo, muito possivelmente tiveram uma origem em morcegos
através de mutacdo sequencial seguida de recombinacdo com coronavirus de
morcego, sofrendo mutagbes adicionais durante o transbordamento para
hospedeiros intermediarios, civetas e camelos, respectivamente; o que culminou

com a capacidade de infectar hospedeiros humanos (VIJAYKRISHNA et al, 2007,
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WOO et al, 2012; CUI, LI e SHI, 2019; FUNG e LIU, 2020; JIN et al, 2020; WROBEL
et al, 2020).

A origem de SARS-CoV-2 ainda nado estad totalmente compreendida.
Entretanto, dois mecanismos foram levantados como hipotese: 1) selecdo em um
hospedeiro animal antes da transferéncia zoonotica (possivelmente através de um
hospedeiro intermediario) ou 2) selecdo natural em humanos apds a transmisséo
zoonotica direta de morcegos (ANDERSEN et al, 2020; WROBEL et al, 2020).

Nesse aspecto, SARS-CoV-2 demonstrou uma alta identidade de sequéncia
genbmica para o CoV do “morcego-ferradura” (Rhinolophus affinis), Bat-
CoVRaTG13, apresentando 96% de similaridade gendmica (ZHOU et al, 2020);
engquanto possui baixa similaridade com SARS-CoV (cerca de 79%) ou MERS-CoV
(aproximadamente 50%) (LU et al, 2020; TANG et al, 2020). Além disso, foi relatado
gue um coronavirus identificado a partir de um pangolim malaio (Manis javanica),
pangolin-CoV, possui cerca de 99% de semelhanca na sequéncia de aminoacidos
com o RBD de SARS-CoV-2, possuindo apenas uma diferenca de aminoacido no
dominio de ligacéo do receptor (LAM et al, 2020; LIU et al, 2020; SHANG et al, 2020;
XIAO et al, 2020; BONI et al, 2020).

Esses dados sugerem que SARS-CoV-2 se originou pela recombinagao do
pangolin-Cov e Bat-CoVRaTG13, atuando os morcegos como hospedeiros naturais
e 0 pangolim como possivel hospedeiro intermediario, chegando até os humanos
através de transmissdo zoondtica. E importante ressaltar que cobras, martas e
tartarugas também estdo sendo investigadas como potenciais hospedeiros
intermediarios. A figura 6 demonstra a possivel origem de SARS-CoV, MERS-CoV e
SARS-CoV-2 (CUI, LI e SHI, 2019; LIU, CHEN, CHEN, 2019; ANDERSEN et al,
2020; LI et al, 2020; LIU et al, 2020; NADEEM et al, 2020; WROBEL et al, 2020;
XIAO et al, 2020).
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Figura 6. Possivel origem de SARS-CoV, MERS-CoV e SARS-CoV-2. Hospedeiro intermediario
para o virus SARS-CoV (civeta) e MERS-CoV (camelo). Possiveis hospedeiros intermediarios de
SARS-CoV-2 (pangolim ou cobra). As linhas pontilhadas indicam hospedeiros intermediarios sob
investigacdo (Adaptado de NADEEM et al, 2020).

Contudo, ainda que seja possivel que os pangolins, ou outra espécie até
entdo desconhecida, possam ter atuado como um hospedeiro intermediario
facilitando a transmissdo para os humanos, as evidéncias atuais apoiam uma
evolucdo de SARS-CoV-2 em morcegos, 0 que resultou em sarbecovirus de
morcego que podem se multiplicar no trato respiratério superior tanto de humanos

guanto de pangolins (BONI et al, 2020).

2.1.6 COVID-19

Sabe-se que os a-CoV e B-CoV sao responsaveis por provocarem doencas
respiratorias em humanos e gastroenterite em animais. Até o presente momento
existem sete CoVs capazes de infectar humanos. Os coronavirus humanos HCoV-
229E, HCoV-NL63, HCoV-OC43 ou HCoV-HKU1 sdo responsaveis por induzirem
somente doencgas respiratorias superiores leves em hospedeiros imunocompetentes.

Ja o coronavirus da sindrome respiratéria aguda grave (SARS-CoV) e o coronavirus
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da sindrome respiratéria do Oriente Médio (MERS-CoV), surgidos em 2002 e 2012,
respectivamente, sdo altamente patogénicos e possuem uma mortalidade
relativamente alta (ZONG et al, 2003; MASTERS e PERLMAN, 2013; SU et al, 2016;
FORNI et al, 2017; CUI, LI e SHI, 2018; CHEN et al, 2020; WU et al, 2020).

O surto de sindrome respiratéria aguda grave (SARS) entre 2002 e 2003,
causado pelo SARS-CoV e surgido inicialmente na provincia de Guangdong na
China, teve uma taxa de mortalidade de aproximadamente 10% com mais de 8 mil
casos confirmados e cerca de 770 mortes, sendo disseminado em 29 paises. Uma
década depois, com deteccao inicial em cidaddos da Ardbia Saudita, a sindrome
respiratéria do Oriente Médio (MERS) originada do MERS-CoV, vitimou cerca de 860
pessoas de um total de mais 2.500 infectados em 27 paises, entre 2012 e 2019.
Comparado a SARS-CoV e MERS-CoV, o SARS-CoV-2 apresenta maior
transmissibilidade e infecciosidade, embora com uma letalidade inferior (WHO, 2019;
ALANAGREH, ALZOUGHOOL, ATOUM, 2020; SHEREEN et al, 2020; YANG et al,
2020; WANG et al, 2020).

No final de dezembro de 2019, um surto de pneumonia de etiologia
desconhecida foi relatado em Wuhan, provincia de Hubei, China. Suas
caracteristicas clinicas eram muito semelhantes as de uma pneumonia viral e ap6s
andlises de amostras do trato respiratério, o Centro de Controle e Prevencao de
Doencas da China identificou a nova pneumonia como originaria do novo
coronavirus, SARS-CoV-2. A OMS nomeou oficialmente a enfermidade de doenca
do coronavirus 2019 (COVID-19) (ALANAGREH, ALZOUGHOOL e ATOUM, 2020;
JIN et al, 2020; LAI et al, 2020; SHEREEN et al, 2020; SOHRABI et al, 2020; WANG
et al, 2020; YUKI, FUJIOGI e KOUTSOGIANNAKI, 2020). SARS-CoV-2 é a sétima
cepa de coronavirus e a quarta dos B-CoVs, até o momento a infectar seres
humanos (WU et al, 2020).

2.1.7 Manifestacdes clinicas e fisiopatologia

O SARS-CoV-2, assim como outros coronavirus respiratorios, apresenta uma
rota de transmissdo aérea, atraves do contato com goticulas respiratérias ou
aerossois de pessoas infectadas. A via de transmissao fecal-oral também é possivel,
mas ainda ndo foi comprovada. Além disso, existe a possibilidade de transmisséo

por contato via fomites. Isto porque estudos recentes demonstraram a viabilidade de
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SARS-CoV-2 por horas em diferentes tipos de superficie, como aco inoxidavel,
plastico, vidro, papelédo e outros (FAM et al, 2020; JIN et al, 2020; LI et al, 2020; LI,
QIAO e ZHANG, 2020; LIU et al, 2020; NADEEM et al, 2020; TAY et al, 2020;
WANG et al, 2020).

E relevante ressaltar que os portadores assintomaticos e/ou aqueles em
periodo de incubacdo da doenca, também podem ser fontes potenciais de infecgédo
(HOEHL et al, 2020). O namero reprodutivo (R0), ou o nimero de casos secundarios
gerados diretamente a partir de cada caso foi estimado entre 2 e 3 (LI et al, 2020;
RICHARD et al, 2020; RIOU e ALTHAUS, 2020; WU, LEUNG e LEUNG, 2020).

Presume-se que a multiplicacéo viral primaria ocorra no epitélio da mucosa do
trato respiratério superior e na mucosa gastrointestinal (XIAO et al, 2020), dando
origem a uma viremia leve (JIN et al, 2020; TAY et al, 2020). Na infeccdo, o periodo
médio de incubacdo é de aproximadamente 4 a 5 dias antes do inicio dos sintomas,
com a maioria dos pacientes sintomaticos desenvolvendo-os entre 11 e 12 dias
(GUAN et al, 2020; LAUER et al, 2020; LI et al, 2020; PUNG et al, 2020). Os
pacientes com COVID-19 geralmente apresentam febre e tosse seca; menos
comumente tém dispneia, dores musculares e/ou articulares, dor de cabeca/tontura,
diarreia, ndusea e tosse sanguinolenta (CHAN et al, 2020; CHEN et al, 2020;
COPERCHINI et al, 2020; HUANG et al, 2020; LIU et al, 2020; PHAN et al, 2020;
PAN et al, 2020; ROCKYX et al, 2020; TAY et al, 2020; WANG et al, 2020).

A fisiopatologia da infec¢do por SARS-CoV-2 é semelhante a da infeccao por
SARS-CoV, a qual inclui respostas inflamatérias exacerbadas fortemente envolvidas
no dano resultante as vias aéreas. A resposta imune disfuncional desencadeia uma
“tempestade de citocinas” que medeia a inflamagao pulmonar generalizada (WONG
et al, 2004). Logo, a gravidade da doenca € originada ndo apenas da infec¢édo pelo
virus, mas também da resposta imune do hospedeiro (TAY et al, 2020).

Casos graves de COVID-19 progridem para a sindrome do desconforto
respiratorio agudo (SDRA), aproximadamente entre 8 e 9 dias ap6s o inicio dos
sintomas. A SDRA € caracterizada como uma condicdo pulmonar que gera
insuficiéncia respiratoria e baixo nivel de oxigénio no sangue (JIN et al, 2020;
THOMPSON, CHAMBERS e LIU, 2017; ZHANG et al, 2020). A consequéncia disso,
€ que alguns pacientes podem sucumbir a infeccBes secundarias por bactérias e
fungos (CHEN et al, 2020). A SDRA pode gerar diretamente a insuficiéncia

respiratoria, que € a causa da morte em 70% dos casos fatais de COVID-19.
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Adicionalmente, a enorme quantidade de citocinas desprendidas pelo sistema
imunolbgico em resposta a infeccao viral e/ou infec¢gdes secundarias pode resultar
em uma “tempestade de citocinas” e sintomas de sepse, que sao a causa da morte
em 28% dos casos fatais de COVID-19. Nesses casos, a inflamacgéo descontrolada
causa dano de mudltiplos 6rgdos, o que culmina com a faléncia de oOrgéaos,
especialmente dos sistemas cardiaco, hepatico e renal (TAY et al 2020; ZHANG et
al, 2020).

A infeccéo por SARS-CoV-2 também reduz a expressao de ACE2 nas células
pulmonares. Como a perda da fungéo pulmonar da ACE2 est4 associada a leséo
pulmonar aguda, a regulacdo negativa da ACE2 induzida por virus pode ser
importante para a patologia da doenca. Foi demonstrado que a ACE2 regula o
sistema renina-angiotensina (SRA) (IMAI et al, 2005; KUBA et al, 2005; KUBA, IMAI
e PENNINGER, 2006; IMAI, KUBA e PENNINGER, 2008). Logo, uma reducdo na
funcd@o da ACE2 ap0és a infecgéo pelo virus pode resultar em uma disfuncéo do SRA,
gue por sua vez, influencia a pressao sanguinea e o equilibrio liquido/eletrdlito, além
de melhorar a inflamacéo e a permeabilidade vascular nas vias aéreas (TAY et al,
2020).

O aumento dependente de anticorpos (ADE) também foi proposto como um
dos fatores envolvidos na inflamagéo intensa causada por SARS-CoV-2 (JIN et al,
2020). O ADE é um fenbmeno virolégico bem conhecido, sendo confirmado em
multiplas infeccBes virais. O ADE pode promover a captacdo celular viral de
complexos infecciosos virus-anticorpo ap0s sua interacdo com o0s receptores Fc
(FCR) ou outros receptores, o0 que resulta em infeccdo aprimorada das células-alvo
(TAKADA e KAWAOKA, 2003). A interacdo de FCR com o complexo virus-anticorpos
anti-neutralizantes da proteina S (anti-S-IgG) pode facilitar as respostas
inflamatorias e a replicacdo viral persistente nos pulmdes dos pacientes (JIN et al,
2020).

Cerca de 80% dos pacientes infectados desenvolvem apenas sintomas leves,
com pneumonia leve ou sem pneumonia, e aproximadamente 5% sao de estado
grave e critico, respectivamente (WIT et al, 2016; WU e MCGOOGAN, 2020; CHEN
et al, 2020). Estudos epidemiologicos mostraram que a gravidade da doenca varia
em diferentes faixas etarias, com uma mortalidade mais prevalente nos idosos. Na
populacdo pediétrica a incidéncia é relativamente menor e os sintomas geralmente

sdo mais brandos, apresentando um prognostico mais favoravel do que os adultos
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(LU et al, 2020; QIU et al, 2020; SU et al, 2020; YUKI, FUJIOGI e
KOUTSOGIANNAKI, 2020; ZHOU et al, 2020). Além disso, pacientes com
comorbidades estdo associados a piores prognésticos (CHEN et al, 2020).

Ressalta-se que a COVID-19 mostra uma diferenca na taxa de mortalidade
entre homens (2,8%) e mulheres (1,7%). Como o gene da ACE2 esté localizado no
cromossomo X, pode haver alelos que conferem resisténcia a doencga, o que pode
explicar a menor taxa de mortalidade em mulheres. Alternativamente, os hormoénios
sexuais estrogénio e testosterona tém funcdes imunorregulatorias diferentes, que
podem estar envolvidos com a protecao imunoldgica ou a gravidade da doenca (TAY
et al, 2020).

2.1.8 Epidemiologia

Uma investigacdo epidemioldgica inicial sugeriu que o surto dos casos de
COVID-19 estaria associado a uma exposicdo prévia ao Mercado Atacadista de
Frutos do Mar de Huanan. Neste eram comercializados ndo apenas frutos do mar,
mas também muitos outros tipos de animais selvagens vivos (ALANAGREH,
ALZOUGHOOL e ATOUM, 2020; LAI et al, 2020; SOHRABI et al, 2020; TAY et al,
2020; WU et al, 2020; YUKI, FUJIOGI, KOUTSOGIANNAKI, 2020). Contudo, devido
a identificacdo de pacientes sem exposicdo direta ao mercado, a transmissao entre
humanos foi comprovada (CHANG et al, 2020; CHAN et al, 2020; SHEREEN et al,
2020; WANG et al, 2020).

Apo6s o surto na China, o SARS-CoV-2 foi disseminado rapidamente pelo
mundo e, no dia 30 de janeiro de 2020, a OMS declarou oficialmente a epidemia da
COVID-19 como a sexta emergéncia de saude publica de interesse internacional
(GUO et al, 2020; LAl et al, 2020; SOHRABI et al, 2020; YUKI, FUJIOGI,
KOUTSOGIANNAKI, 2020). Os primeiros casos sintomaticos foram relatados antes
do final de fevereiro em varios paises da Unido Europeia, incluindo Italia, Espanha,
Alemanha e, poucas semanas ap0s, Reino Unido. Nesse contexto, a Italia foi um
dos primeiros e mais atingidos paises da Europa, com mais de 219.000 casos e
30.5000 mortes relatadas, na época (CHEN et al, 2020).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) declarou a COVID-19 uma
pandemia no dia 11 de margo de 2020, dada sua sintomatologia distinta e

velocidade de propagacao. Até o dia 6 de janeiro de 2023, a OMS registrou mais de
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657 milhdes de casos de COVID-19 distribuidos em todo o mundo e
aproximadamente 6,7 milh6es de Obitos desde o inicio do surto. Além disso, até o
dia 22 de dezembro de 2022, mais de 13 bilhdes de doses de vacinas foram
administradas; sendo a maior parte delas aplicada na regido do Pacifico Ocidental.
Na mesma data, a regido da Europa era a detentora do maior nUmero de casos
confirmados de COVID-19, embora o continente americano apresentasse o maior
nimero de Obitos. Adicionalmente, no mesmo periodo, Estados Unidos e india
lideravam o ranking mundial de casos de COVID-19 por pais, seguidos por Franca,
Alemanha e Brasil, respectivamente. A figura 7 ilustra, graficamente, o nimero de
casos de COVID-19 relatados por regiao da OMS, entre 30 de dezembro 2019 e 2
de janeiro de 2023. Ainda, a figura 8 demonstra a distribuicdo do niumero de casos
de COVID-19 por territorio, regido ou pais representado por escala de cores (WHO,
2023).
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Figura 7. Niamero de casos de COVID-19 relatados por regido, pela OMS. Periodo relatado entre
de 30 de dezembro de 2019 a 2 de janeiro de 2023. Fonte: Adaptado de WHO, 2023.
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Figura 8. Distribuicdo do numero de casos de COVID-19 por territério, regido ou pais
representado por escala de cores. Fonte: Adaptado de WHO, 2022.

O primeiro caso de COVID-19 na América Latina foi confirmado pelo
Ministério da Saude do Brasil, no dia 26 de fevereiro de 2020 na cidade de S&o
Paulo. O paciente era do sexo masculino, tinha 61 anos e havia retornado
recentemente de uma viagem a Lombardia, norte da Itdlia, onde permaneceu entre
os dias 9 e 20 de fevereiro e apresentou sintomas respiratérios leves (BRASIL,
2020; CUPERTINO et al, 2020; RODRIGUEZ-MORALES et al, 2020).

No dia 5 de maco de 2020, o Brasil registrou os dois primeiros casos de
transmissao local, sendo diagnosticados mais uma vez na cidade de Séo Paulo. Os
dois pacientes ndo tinham precedentes de viagens recentes, porém ambos tiveram
contato direto e indireto com o paciente zero. Alguns dias ap0s a notificacdo desses
casos foram relatados casos de transmissdo comunitaria da COVID-19 nos estados
de S&o Paulo, Rio de Janeiro e Bahia, onde uma fonte n&o identificada se tornou um
vetor na sua comunidade (BRASIL, 2020; CUPERTINO et al, 2020).

Desde entdo o numero de casos de COVID-19 tem crescido continuamente
no Brasil. Até o dia 4 de janeiro de 2023, o pais apresentava mais de 36,4 milhdes
de casos confirmados e quase 700 mil ébitos com uma taxa de letalidade total de
1,9%, segundo o Ministério da Saude. A tabela 1 sintetiza o boletim epidemiolégico

da COVID-19 no Brasil, por regido, atualizado no dia 4 de janeiro de 2023. A figura 9
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representa, graficamente, o numero de casos acumulados por data de notificacéo,

com destaque para os estados mais atingidos (BRASIL, 2023).

Tabela 1. Sintese do nimero de casos, 0bitos, incidéncia e mortalidade da COVID-19 por regido

brasileira.

Sintese de Casos, Obitos, Incidéncia e Mortalidade

Casos

Brasil 36.423.138

Sudeste 14.441.208

Sul 7.737.001
Nordeste 7.219.303
Centro-Oeste = 4.181.755
Norte 2.843.871

Obitos
694.411
333.600

109.922
133.908
65.594
51.387

Incidéncia/100mil hab.

17332,2

16341,5

25810,7
12649,5
25659,5
15429,8

330,4

377,5

366,7
234,6
402,5
278,8

Mortalidade/100mil hab.

Fonte: O autor, com base em dados do boletim epidemiolégico da COVID-19 fornecido pela

Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS) do Ministério da Saude (MS) do Brasil (BRASIL, 2023).
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Figura 9. Numero de casos acumulados de COVID-19 por data de notificacdo, com destaque para os

estados com os maiores nimeros de casos. Fonte: BRASIL, 2023.
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2.1.9 Modelos animais

Os modelos animais sdo demonstrados como um componente imprescindivel
na pesquisa da COVID-19. Ainda que os modelos in vitro, ex-vivo e organoides
tenham permitido revelar as principais caracteristicas biologicas do SARS-CoV-2, os
modelos animais que reproduzam as caracteristicas clinicas e patologicas da
COVID-19 em humanos, sdo essenciais para estudos sobre patogénese viral,
transmissao, agentes terapéuticos e vacinas (PANDAMOOZ et a, 2022).

Ainda, insights sobre patogénese e interacdes virus-hospedeiro com base em
evidéncias in vitro requerem validagdo em modelos animais para confirmar sua
relevancia fisiologica. Adicionalmente, novos agentes antivirais devem ser avaliados
em modelos animais, uma vez que propriedades como biodisponibilidade,
concentragdo sérica e meia-vida, além de acessibilidade tecidual, s6 podem ser
avaliadas in vivo; da mesma maneira os estudos de transmissao e vacinas (CHU,
CHAN e YUEN, 2022). Assim, os modelos animais tém um papel fundamental para
avaliar a viruléncia, transmissdo e fuga imune das variantes de preocupacao
(VOC’s) (MUNOZ-FONTELA et al, 2022).

A suscetibilidade exibida por uma célula hospedeira é crucial no processo de
infeccdo celular, sendo esta caracteristica a responséavel pela faixa de hospedeiros
exibida por um virus. Nesse contexto, a enzima conversora de angiotensina Il
humana (hACE2), atua como um receptor para o virus na etapa de adsorcao do seu
ciclo de multiplicacdo. O dominio de ligagdo do receptor (RBD) da proteina S viral de
SARS-CoV e SARS-CoV-2 interage com a hACE2 permitindo a penetracdo do virus
na célula alvo (YUAN et al, 2020).

Nesse sentido, diferentes animais que sao naturalmente suscetiveis a
infeccdo por SARS-CoV-2 tém sido propostos como modelos experimentais, dentre
eles: hamster dourado ou sirio (Mesocricetus auratus), furdo (Mustela putorius furo)
e modelos de primatas ndo humanos (NHP’s), como macacos rhesus (Macaca
mulata), saguis comuns (Callithrix jacchus), macacos cynomolgus (Macaca
fascicularis) e babuinos (Papio hamadryas) (CHAN et al, 2020; KIM et al, 2020; SHI
et al, 2020; SUN et al, 2020; YU et al, 2020).

Hamsters dourados ou sirios (Mesocricetus auratus) s&do naturalmente
suscetiveis a infeccdo por SARS-CoV-2, devido ao alto grau de semelhanca entre a

ACE2 do hamster e a ACE2 de humano. A infeccdo por SARS-CoV-2 em hamsters
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dourados ndo é letal. No geral, o modelo de hamster dourado imita as caracteristicas
clinicas, viroldgicas, histopatologicas e imunolégicas da COVID-19, leve e moderada
em humanos. Além das patologias proprias de SARS-CoV-2, a transmissao do
SARS-CoV-2 é altamente eficiente entre hamsters por contato direto e aerossois, em
comparagao com a transmisséao via fomites (CHU, CHAN e YUEN, 2022).

Os furbes (Mustela putorius furo) também sdo naturalmente suscetiveis a
infeccdo por SARS-CoV-2. Uma doenca geral leve é observada em furdes
infectados com SARS-CoV-2. A atividade reduzida é observada entre 2 e 6 dias
apos a infeccdo, com tosse ocasional e nenhuma perda de peso corporal detectavel
ou fatalidades (CHU, CHAN e YUEN, 2022).

Espécies de primatas ndo humanos (NHP’s) incluindo macacos rhesus
(Macaca mulata), saguis comuns (Callithrix jacchus), macacos cynomolgus (Macaca
fascicularis) e babuinos (Papio hamadryas) sdo suscetiveis a infeccdo por SARS-
CoV-2. A infeccdo de primatas ndo humanos pelo virus geralmente resulta em
manifestacbes respiratérias leves a moderadas. Embora os conhecimentos
necessarios e as instalacées de nivel 3 de biosseguranca para ligar com primatas
ndo humanos sejam relativamente escassos, esses modelos sdo indispenséaveis e
sdo plataformas importantes para a avaliacdo de agentes terapéuticos e vacinas
para COVID-19 antes de iniciarem os ensaios clinicos (CHU, CHAN e YUEN, 2022).

Cada modelo animal possui vantagens e limitacdes (CHU, CHAN e YUEN,
2022). Nesse aspecto, modelos de pequenos animais, como 0os camundongos (Mus
musculus) tém sido amplamente utilizados para estudar virus emergentes, incluindo
0 SARS-CoV-2 (JOHANSEN et al, 2020). Contudo, essa espécie animal ndo é
naturalmente suscetivel a infeccdo pelo virus, jA que a enzima conversora de
angiotensina 2 de camundongo (MACE2) ndo interage com o receptor do virus (SUN
et al, 2020; BI et al, 2021; CHU, CHAN e YUEN, 2022; JOHANSEN et al, 2022;
MUNOZ-FONTELA et al, 2022; PANDAMOOZ et al, 2022).

Sendo assim, como alternativa para superar a barreira de especificidade de
espécies, os camundongos podem ser sensibilizados a infeccdo por SARS-CoV-2
através de diferentes estratégias, dentre as quais, se destaca a introducdo da
expressdo de hACE2 atraves da transducdo de vetor viral (SUN et al, 2020).
Estudos utilizando adenovirus expressando hACE2 (Ad-hACE2) demonstraram alta

expressao de hACE2 no epitélio alveolar e expressédo ocasional no epitélio das vias
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aéreas em camundongos (SUN et al, 2020; Bl et al, 2021; HAN, BLAIR e IWANAGA,
2021).

Este modelo também possui suas limitacbes (SUN et al, 2020), o que sugere
a introducdo de novos modelos de infeccdo por transducgdo viral, incluindo a

utilizac@o de poxvirus virus recombinantes.

2.2  FAMILIA POXVIRIDAE

2.2.1 Relacdes filogenéticas

A familia Poxviridae compreende grandes virus de DNA de fita dupla com um
ciclo de multiplicagdo que ocorre completamente no citoplasma das células
hospedeiras. Por isso sdo também denominados de virus de DNA
nucleocitoplasmatico (NCLDV) (MCFADDEN, 2005; MOSS, 2013; OLIVEIRA et al,
2017).

Atualmente a familia é dividida em duas subfamilias. Entomopoxvirinae inclui
0S poxvirus que infectam insetos e engloba trés géneros, Alphaentomopoxvirus,
Betaentomopoxvirus e Gammaentomopoxvirus. J& a subfamilia Chordopoxvirinae é
representada por poxvirus com hospedeiros vertebrados e abrange 10 géneros:
Orthopoxvirus, Parapoxvirus, Avipoxvirus, Capripoxvirus, Crocodylidpoxvirus,
Leporipoxvirus, Suipoxvirus, Molluscipoxvirus, Yatapoxvirus, Centapoxvirus e
Cervidpoxvirus. Além disso, existem duas espécies virais sem classificacdo em cada
subfamilia (ICTV, 2017).

2.2.2 Estrutura genémica

Os poxvirus possuem um extenso genoma de DNA linear dupla fita, fechada
covalentemente, que varia entre 128 (Parapoxvirus) e 365 kbp (Avipoxvirus) e
codifica mais de 200 genes (TULMAN et al, 2004; LEFKOWITZ, WANG e UPTON,
2006; HUGHES, IRAUSQUIN e FRIEDMAN, 2010; GUNTHER et al, 2017).

O genoma de DNA linear dupla fita inclui sequéncias repetidas invertidas
terminais e em gancho, que compreendem inumeras ORF’s espagadas (MOSS,
2001). Destas, no minimo 90 sdo altamente conservadas entre as varias espécies

de poxvirus e sdo fundamentais para a replicagcdo dos poxvirus e sua morfogénese.



45

O restante € mais divergente, devido as variagdes na evolucao adaptativa entre 0os
vérios integrantes dos poxvirus (UPTON et al, 2003; MCLYSAGHT, BALDI e GAUT,
2003; GUBSER et al, 2004). O repertorio especifico dos genes nao conservados
confere a cada poxvirus caracteristicas exclusivas da sua gama de hospedeiros,
imunomodulagdo e patogénese (SEET et al, 2003). Via de regra, os genes de
poxvirus ndo essenciais para o ciclo de vida, mas que interferem no perfil patologico
do virus em um hospedeiro infectado sdo denominados genes de viruléncia
(MCFADDEN, 2005; HALLER, PENG e MCFADDEN, 2014; OLIVEIRA et al, 2017;
HURISA et al, 2019).

Atualmente, os genes conhecidos da gama de hospedeiros de poxvirus estdo
reunidos em 12 classes distintas, algumas das quais tém apenas um gene, como por
exemplo, K3L, E3L, KI1L, etc; e outros que exibem uma variedade de membros
(serpinas, familia C7L, familia TNFRIl e outros) (MCFADDEN, 2005; BRATKE,
MCLYSAGHT e ROTHENBURG, 2013; HALLER, PENG e MCFADDEN, 2014,
OLIVEIRA et al, 2017; HURISA et al, 2019).

Provavelmente o genoma evoluiu por meio de ganho e perda de genes,
principalmente através da duplicacdo de genes e transferéncia génica horizontal
(HGT) (MCLYSAGHT, BALDI e GAUT, 2003; BRATKE e MCLYSAGHT, 2008;
OLIVEIRA et al, 2017). Este fenbmeno contribuiu para o grande niamero de genes
expressos pelos poxvirus. Pelo menos 34 genes presentes na familia Poxviridae
parecem ter sido adquiridos por TGH a partir de seus hospedeiros, incluindo genes
envolvidos na resposta imune, como o Complexo de Histocompatibilidade Classe I,
Interleucinas 10 e 24, receptor de Interferon-Gama e receptor do Fator de Necrose
Tumoral (TNF) (HUGHES e FRIEDMAN, 2005).

2.2.3 Particula viral

Os poxvirus sao virus relativamente grandes quando comparados a outros
virus de animais. Apresenta particulas ovoides ou em formato semelhante a um
“tijolo” arredondado e possuem um tamanho que varia de 200 a 400 nm de
comprimento (MCFADDEN, 2005; HUGHES, IRAUSQUIN e FRIEDMAN, 2010). A
superficie externa é estriada em filas paralelamente alinhadas, as vezes dispostas
em hélice. Os virions geralmente sdo envelopados (virion envelopado externo —

EEV). A forma do virus intracelular maduro (IMV) contém um envelope distinto e é
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igualmente infecciosa. As estruturas internas dos poxvirus possuem o formato de
capsulas e/ou barris achatados, lentes ou comprimidos. As particulas sao
extremamente complexas e contém mais de 100 proteinas distintas (HURISA et al,
2019). A figura 10 ilustra a morfologia e estrutura de alguns poxvirus (FENNER,
1989).
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Figura 10. Morfologia e estrutura de poxvirus. A direita, eletromicrografia de seccéo longitudinal de
Vaccinia virus (VACV). Ao centro, uma eletromicrografia em contraste negativo de Variola virus
(VARV). A direita representacao esquematica de um poxvirus. Fonte: Modificado de FENNER, 1989.

2.2.4 Ciclo de multiplicagdo dos poxvirus

Ao contrario da maioria dos outros virus de DNA, os poxvirus se multiplicam
no citoplasma da célula hospedeira (MOSS, 2001; MOSS, 2005; MOSS, 2013). A
caracteristica Unica dos poxvirus € que eles utilizam maquinaria prépria para a
transcricdo do genoma, sendo a enzima RNA polimerase DNA dependente a
responsavel pela transcricdo dos mRNAs virais (HURISA et al, 2019).

O ciclo de multiplicacdo dos poxvirus € uma complexa sequéncia de eventos
que é iniciada a partir da interagcdo do virus com a superficie celular e sua
subsequente fusdo com a membrana celular do hospedeiro. Até o momento,
diversas proteinas virais se mostraram cruciais para a ligacdo do virus a superficie
celular, mas é provavel que os receptores do poxvirus sejam glicosaminoclicanos
(GAGs) expressos de maneira ubiqua ou componentes da matriz extracelular
(HSIAO, CHUNG e CHANG, 1999; LIN et al, 2000; MOSS, 2005; HURISA et al,
2019). Adicionalmente, embora nenhum receptor celular especifico tenha sido
descrito, h& evidéncias de que a ligacdo e/ou penetracdo do virus esteja associada a
eventos de sinalizagdo rapida em varias cascatas de proteina quinase do

hospedeiro, e provavelmente esses eventos de sinalizacdo podem influenciar os
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estagios de replicagdo subsequente (LOCKER et al, 2000; MASTERS et al, 2001;
MAGALHAES et al, 2001; ANDRADE et al, 2004; MOSS, 2005).

Posteriormente a fase de adsorcdo, o virus penetra no citoplasma e o
desnudamento viral ocorre. Durante o ciclo de multiplicacdo, duas fases de
desnudamento e duas fases de expressao génica sao relatadas. No primeiro estagio
de desnudamento, logo apdés a penetragdo do virus na célula hospedeira, a
membrana externa é removida e fundida a membrana celular, o que leva a liberacéo
do nucleocapsideo no citoplasma (HURISA et al, 2019). Posteriormente, a RNA
polimerase endbégena e os fatores de transcricdo encapsidados que compdem o
transcriptossoma viral iniciam a primeira cascata de expressédo dos genes precoces
virais, que sintetiza o mMRNA do virus sob o controle de promotores virais iniciais
(MOSS, 2001; BROYLES, 2003; MCFADDEN, 2005).

Logo apds, por um processo pouco elucidado denominado de remocao do
nucleocapsideo ou segundo estagio, ocorre a dissolucdo da estrutura do
nucleocapsideo induzida por fatores virais e do hospedeiro. Esta etapa € o
desnudamento viral propriamente dito, uma vez que libera o DNA do virus no
citoplasma, onde funcionara como molde para a etapa de biossintese ou replicacédo
do DNA e as etapas subsequentes de transcricdo intermediaria e tardia. Esses dois
altimos estagios de transcricdo requerem colaboracdo de fatores de transcricdo
derivados do hospedeiro (SANZ e MOSS, 1998; WRIGHT et al, 1998; BROYLES et
al, 1999; KATSAFANAS e MOSS, 2004; MCFADDEN, 2005).

De maneira concomitante ao acumulo de produtos génicos virais tardios
ocorre a morfogénese progressiva e montagem das particulas virais infecciosas,
inicialmente como virions IMV, que se agrupam e migram através de trafego
mediado por microtubulos e envolvimento com membranas derivadas do complexo
de Golgi para formar virus envelopado intracelular (IEV) (MCFADDEN, 2005). A
forma IEV perde um de seus involucros de membrana externa a medida que se
funde com a membrana celular para formar o virus com envelope associado a célula
(CEV), que é impulsionado em direcdo as células vizinhas através da polimerizagéo
da cauda-actina sob o virion, ou é liberado diretamente como particulas EEV livres.
E possivel que as formas CEV e EEV sejam particularmente relevantes para a ligeira
disseminacgéao célula-célula in vivo, enquanto que a forma IMV pode contribuir para a

disseminagdo do virus apenas apos a morte celular tardia e lise da membrana. A
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figura 11 ilustra o ciclo de multiplicacdo dos poxvirus (SMITH, MURPHY e LAW,
2003; SMITH e LAW, 2004; MCFADDEN, 2005).
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Figura 11. llustracdo do Ciclo de Multiplicacdo dos Poxvirus. Todos os poxvirus se replicam no
citoplasma das células infectadas por uma via morfogénica complexa, mas amplamente conservada.
Duas particulas virais infecciosas distintas - o virus intracelular maduro (IMV) e o virus extracelular
com envelope (EEV) - podem iniciar a infecgdo. Os virions IMV e EEV diferem em suas glicoproteinas
de superficie e no nimero de membranas envoltérias. A adsorgdo do virion é determinada por vérias
proteinas do virion e por glicosaminoglicanos (GAGs) na superficie da célula alvo ou por
componentes da matriz extracelular. A multiplicacdo viral bem sucedida ou permissiva é caracterizada
por trés ondas de mRNA viral e sintese de proteinas (conhecidas como precoce, intermediaria e
tardia), que sé@o seguidas pela morfogénese de particulas infecciosas. O virus intracelular maduro
inicial (IMV) é transportado por microtibulos (ndo mostrado na figura) e é envolvido por uma
membrana derivada de Golgi, posteriormente referido como um virus com envelope intracelular (IEV).
O IEV se funde & membrana da superficie celular para formar virus com envelope associado a célula
(CEV; ndo mostrado), que € extrudado para longe da célula por polimerizacdo de cauda de actina
(ndo mostrado) ou é liberado para formar EEV livre. EEV também pode ser formado por brotamento
direto de IMV, portanto, contornando a forma IEV. Os poxvirus também expressam uma gama de
moduladores extracelulares e intracelulares, alguns dos quais séo definidos como fatores de gama do
hospedeiro que sdo necessarios para completar o ciclo de replicacdo viral. Os poxvirus podem ser
marcadamente diversos em seu portfélio de moduladores especificos e fatores de gama de
hospedeiros, que determinam o tropismo e a gama de hospedeiros. As infecgBes ndo permissivas
dos poxvirus geralmente abortam em um ponto a jusante da etapa de ligacdo / fusdo (Modificado de
MCFADDEN, 2005).
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2.2.5 Poxvirus como vetores virais e o virus Vaccinia Ankara Modificado
(MVA)

Dentre os cordopoxvirus existem duas espécies bem conhecidas: o agente
causador da variola (VARV — Variola virus) e o virus Vaccinia (VACV — Vaccinia
virus). VARV é o0 poxvirus responsavel por ter gerado grandes problemas a
populacdo mundial durante varias décadas, até que a OMS declarou a variola
erradicada em 1980, apés uma campanha global de vacinacdo e vigilancia bem-
sucedida (FENNER et al, 1988; HERDERSON, 2011; THEVES, BIAGINI e
CRUBEZY, 2014).

A principal ferramenta utilizada para a erradicacdo da variola foi uma vacina
viva baseada no Vaccinia virus, um poxvirus de origem desconhecida
(provavelmente isolado de cavalos) (WARNOCK, DAIGRE e AL-RUBEAI, 2011;
LUKASHEV e ZAMYATNIN, 2016). A expressdo de um gene recombinante
utilizando poxvirus como vetor foi realizada pela primeira vez em 1982 e foi um dos
primeiros virus animais a ser usado como um vetor de expressdo génica
(MACKETT, SMITH e MOSS, 1982; PANICALI e PAOLETTI, 1982; TARTAGLIA et
al, 1992).

Pouco antes do final do programa global de imunizacdo, novas variantes de
poxvirus atenuados foram geradas. Uma das variantes obtidas e muito bem
sucedida foi o virus Vaccinia Ankara Modificado (MVA) (SANCHEZ-SAMPEDRO et
al, 2015). O desenvolvimento historico e o uso do MVA como vacina contra a variola
permitiram estabelecer um refinado perfil de seguranca (SUTTER e STAIB, 2003;
KREMER et al, 2012; VOLZ e SUTTER, 2017).

O MVA é um poxvirus altamente atenuado e frequentemente utilizado como
vetor viral (VERHEUST et al, 2012; ALTENBURG et al, 2017). Ele foi derivado de
uma cepa de vacina contra variola turca (Ancara) que, apos mais de 570 passagens
do virus Vaccinia Chorioallantois Ankara (CVA) em fibroblastos priméarios de embrido
de galinha (CEF) (MCFADDEN, 2005; VERHEUST et al, 2012; SEBASTIAN e
GILBERT, 2015; LUKASHEV e ZAMYATNIN, 2016; ALTENBURG et al, 2014,
ALTENBURG et al, 2017; VOLZ e SUTTER, 2017), tornou-se defeituoso para
multiplicacdo em células humanas e avirulento em animais de teste. Assim o MVA
pode ser manipulado em condi¢des de biosseguranca nivel 1, desde que sequéncias

de genes heterdlogos inécuos sejam expressos (SUTTER e STAIB, 2003;
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MCFADDEN, 2005; KREMER et al, 2012; ALTENBURG et al, 2017; VOLZ e
SUTTER, 2017).

Estudos gendmicos revelaram que, como resultado dessas passagens de
longo prazo, o MVA perdeu aproximadamente 15% de seu genoma, 0 que
corresponde a quase 30 kb, em comparacdo com a cepa parental de CVA
(MCFADDEN, 2005; SEBASTIAN e GILBERT, 2015; LUKASHEV e ZAMYATNIN,
2016; ALTENBURG et al, 2017; VOLZ e SUTTER, 2017). Delecdes e mutacdes no
genoma do MVA formam a provavel base genética para a aviruléncia e restricdo da
célula hospedeira, j& que interferiram em genes virais considerados relevantes para
a regulacdo da interacéo virus-hospedeiro (MCFADDEN, 2005; MEYER, SUTTER e
MAYR, 1991; ANTOINE et al, 1998; SANCHO et al, 2002; GALLEGO-GOMEZ et al,
2003; SUTTER e STAIB, 2003; MEISINGER-HENSCHEL et al, 2010; ALTENBURG
et al, 2017).

O MVA foi utilizado em regimes de vacinagdo na Alemanha, entre 1968 a
1980, contra a variola e testado em diversos ensaios clinicos, o que resultou na
imunizacdo de mais de 100.000 pessoas sem complicacdes secundarias relatadas
(SUTTER e STAIB, 2003; MCCURDY et al, 2004; MCFADDEN, 2005; VERHEUST
et al, 2012; SANCHEZ-SAMPEDRO et al, 2015; LUKASHEV e ZAMYATNIN, 2016;
ALTENBURG et al, 2017). Diante do sucesso de seguranca e juntamente com a
capacidade de codificar genes de interesse de até 10 kb de tamanho, o MVA torna-
se um excelente candidato como vetor de vacina (ALTENBURG et al, 2017).

A versatilidade da plataforma de vacina de vetor MVA pode ser facilmente
demonstrada pelo rapido desenvolvimento de vacinas experimentais para
imunizacdo contra infeccbes emergentes, como para MERS-CoV, por exemplo.
Avancos recentes incluem resultados promissores de testes clinicos de antigenos
produtores de MVA recombinantes do virus da influenza aviaria H5N1 ou do virus
Ebola altamente patogénico (VOLZ e SUTTER, 2017).
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3 JUSTIFICATIVA

O SARS-CoV-2 é o agente causador da COVID-19. O virus permanece
emergindo desde seu primeiro relato no final de 2019, adquirindo rapidamente
mutacgdes que podem modular a patogenicidade, transmisséo e evasao a anticorpos.
A partir desse contexto, a resposta global a COVID-19 agora enfrenta novos
desafios, acima de tudo no tocante ao surgimento das variantes de SARS-CoV-2,
sejam elas variantes de interesse (VOI's) ou variantes de preocupacao (VOC’s)
(MUNOZ-FONTELA et al, 2022). Vacinas altamente eficazes e agentes antivirais que
podem fornecer protecdo ideal contra variantes de evolucdo rpida, como as
variantes Omicron recentemente surgidas (BA.1 e BA.2), ainda sdo necessarias
(CHU, CHAN e YUEN, 2022). Sendo assim modelos pré-clinicos, particularmente os
modelos animais, sdo essenciais também para investigar a patogénese das VOC’s,
vacinas correlatas de protecéo e terapias pos-exposicdo (MUNOZ-FONTELA et al,
2022).

Os virus Vaccinia recombinantes tém sido relatados como eficazes
ferramentas de pesquisa, que encontram uma ampla gama de aplicagbes em
diferentes campos, incluindo biologia celular, ciéncias de proteinas, virologia,
imunologia e medicina (MOSS, 1996; KREMER et al, 2012). Uma das aplicacdes
bem sucedida dos poxvirus como vetores virais consiste na eficacia da expresséo de
genes heterdlogos para a sintese de proteinas recombinantes (SUTTER e STAIB,
2003).

Varias caracteristicas tornam os poxvirus atrativos para aplicacdo como
vetores virais. O atributo mais relevante consiste em sua alta capacidade de
insercao de varios genes exogenos; mais de 25 kpb de DNA podem ser integrados
de forma estavel no genoma do virus (WALTHER e STEIN, 2000; LUNDSTROM,
2018). Além disso, ocorre uma expressao precisa de DNA recombinante regulada
por um promotor forte de poxvirus; ha uma falta de persisténcia ou integracéo
gendmica no hospedeiro devido a sua replicagdo citoplasmatica; existe uma alta
imunogenicidade e eficacia como vacina e também apresentam uma facilidade de
producdo, tanto para vetores como para vacinas (DREXLER, STAIB e SUTTER,
2004; GOMEZ et al, 2008; VERHEUST et al, 2012; VOLZ e SUTTER, 2017).

Dentre os principais poxvirus atenuados em uso como vetores virais destaca-

se 0 MVA, que apresenta distintas vantagens: (i) métodos de sintese e manipulacao
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genética sado relativamente simples, baseados principalmente no fenébmeno da
recombinacdo homdloga, o que é particularmente interessante uma vez que o0
processo ocorre naturalmente durante a multiplicacdo dos poxvirus; (i) o MVA é
capaz de infectar uma ampla faixa de tipos celulares de maneira eficiente; (iii) a
expressdo de proteinas recombinantes ocorre naturalmente no citoplasma, o que é
vantajoso ja que elimina requerimentos especiais para processamento nuclear e
transporte de RNA; (iv) as proteinas sintetizadas sdo processadas e transportadas
da mesma forma que ocorre nas células de origem do gene estudado, de tal forma
que as proteinas resultantes sdo biologicamente ativas; (v) a sintese proteica ocorre
em niveis relativamente altos, além do perfil de seguranca ja relatado (MOSS, 1996;
FLEXNER e MOSS, 1997; MASTRANGELO et al, 2000).

E interessante que haja uma nova proposta de geracéo de MVAs, ja que a
etapa de purificacdo em placa tem sido relatada como demorada e desgastante; até
mesmo para facilitar a produgcéo em larga escala.

O Laboratorio de Virologia Basica e Aplicada (LVBA) explorou com sucesso a
versatilidade do virus MVA recombinante como vetor. Isto porque, diferentes estudos
foram conduzidos, desde a expressao de proteinas heterélogas, como a expressao
da proteina GFP (DAIAN e SILVA, 2008), por exemplo; até o desenvolvimento de
vacinas contra patégenos intracelulares, como o virus da imunodeficiéncia felina
(FIV — Feline immunodeficiency virus), circovirus suino tipo I, Parainfluenza 5
(ANDRADE, 2016; DAIAN e SILVA, 2013; DAIAN e SILVA, 2017) e contra o virus da
dengue (OLIVEIRA, 2019).

No que diz respeito ao emprego do MVA recombinante como plataforma de
transducédo de vetor viral para constru¢cdo de um modelo animal, o presente trabalho
€ pioneiro em nosso grupo de pesquisa e no Brasil.

Dessa forma, o presente estudo consistiu na constru¢do de um virus Vaccinia
Ankara Modificado (MVA) recombinante expressando a enzima conversora de
angiotensina Il humana (hACE2), propondo ajuste de técnica, para a criacdo de um

modelo de infeccdo experimental para o0 SARS-CoV-2.
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um vetor viral recombinante utilizando um Vaccinia Ankara
Modificado (MVA) que expresse a enzima conversora de angiotensina Il (ACE 2)

humana.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Transfectar células BHK-21 infectadas com MVA-WT com plasmideo de
transferéncia pLW44-hACE2.
° Selecionar clones de MVA recombinantes (rMVA-hACE2) por meio de

purificacédo de placa.

° Selecionar clones de MVA recombinantes (rMVA-hACE2) através de Cell
sorting
° Detectar a presenca do cDNA de hACE2 através de PCR e sequenciamento

com iniciadores especificos.

° Detectar a expressdo de hACE2 em rMVA-hACE2 através de ensaios de
Western Blot e citometria de fluxo.

° Amplificar, purificar e titular r(MVA-hACEZ2.
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5 METODOLOGIA

51 CONSTRUGCAO DO VETOR DE TRANSFERENCIA — PLASMIDEO pLW44-
hACE2

A construcdo do virus MVA recombinante expressando a enzima conversora
de angiotensina 1l humana (hACE2), rMVA-hACE2, envolve um vetor de
transferéncia; nesse caso, o plasmideo pLW44. Isto porque, a integracdo de
sequéncias de genes exdgenos no genoma do MVA pode ser convenientemente
dirigida por recombinacdo homodloga utilizando plasmideos de transferéncias que
contém fragmentos de DNA de MVA homoélogos as sequéncias de DNA que
flanqueiam o local de insercéo direcionado.

A construcéo do plasmideo de transferéncia (pLW44-hACE2), bem como, sua
testagem e validacgéo, foi realizada pelos colaboradores Dr. Alexandre Machado e
Dr. Daniel Doro (Instituto René Rachou - dados ndo apresentados), sendo o
construto gentilmente cedido para uso no presente estudo.

Na figura 12 é possivel observar a estrutura do vetor de transferéncia
(PLW44-hACE2) utilizado na transfeccdo de células BHK-21 infectadas com MVA
selvagem (MVA-WT).

O vetor de transporte, pLW44-hACE2 possui em sua composi¢ao:

e Sequéncias homélogas, que guiaram a recombina¢do homadloga com o virus

MVA-WT; na figura representada em roxo: MVA FLANK 1 e MVA FLANK 2;

e Promotor pll, no esquema representado em branco e a jusante do gene
reporter (eGFP): Forte/Tardio

e Gene reporter, representado em verde (eGFP) sob regulacdo do promotor 11;

e Promotor mh5, na figura representativa também representada em branco:
Precoce/Tardio

e Sitio de clonagem: localizado entre os sitios de restricdo (representado em
laranja): Smal, BamHI, Sall, Pstl. Nesse contexto, o gene de interesse foi
inserido entre esses sitios.

e Gene de resisténcia representado em um tom de verde mais claro: AmpR

(resisténcia a ampicilina). Confere a bactéria competente, uma resisténcia

contra o antibidtico no meio, permitindo, entéo, a selegéo dos clones.
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e Origem de replicacdo (representado em amarelo): Ori — sequéncia que
permite a bactéria replicar o plasmideo.

e Em azul o cDNA da enzima conversora de angiotensina Il humana (hACE2).
O inserto possui 2428 pb.

e O plasmideo gerado possui um total de 7441 pb.
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Figura 12. Representacdo esquemaética do vetor de transferéncia pLW44-hACE2. Em destaque:
as regibdes de flanco, MVA Flank 1 e MVA Flank 2 (em roxo); o promotor p11l (em branco); o gene
eGFP (verde fluorescente); o promotor m5 (em branco); o cDNA de interesse (em azul); a origem de
replicacdo (em amarelo); gene de resisténcia a ampicilina (verde claro). No centro do plasmideo
recombinante (pLW44-hACE?2), esta destacado o seu tamanho em pares de bases (7441 pb).

Na figura 13 € possivel observar a sequéncia de bases nitrogenadas
presentes na estrutura do plasmideo de transferéncia (pLW44-hACE2). Em
destaque: as regibes de bases correspondem as regifes de flanco (em roxo), que
guiaram a recombinacdo homéloga durante o processo de transfeccdo; as bases
correspondentes ao gene da proteina verde fluorescente (GFP), que permitiu a
triagem dos virus recombinantes apOs a transfeccdo bem sucedida; o cDNA da

enzima conversora de angiotensina Il humana (hACE2), inserto de interesse; as
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bases correspondentes ao gene de resisténcia a ampicilina (verde claro); e as bases

que correspondem a origem de replicagdo (em amarelo).
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Figura 13. Representacdo dos pares de bases presentes no vetor de transferéncia pLW44-
hACE2. Em destaque: as regides de flanco, MVA Flank 1 e MVA Flank 2 (em roxo); bases
correspondentes ao gene eGFP (verde fluorescente); bases correspondentes ao cDNA de interesse
(em azul); bases correspondentes ao gene da origem de replicacdo (em amarelo); bases
correspondentes ao gene de resisténcia a ampicilina (verde claro). No lado direito da figura nimeros
para mensuracdo do tamanho do gene correspondente a cada uma das regifes em destaque.

5.2

CULTURA DE CELULAS BHK-21

Para os ensaios de multiplicacdo e titulagdo de MVAs selvagens; selegéo e

amplificagdo dos virus MVAs recombinantes foram utilizadas células de linhagem
continua Baby Hamster Kidney (BHK-21).

As células BHK-21 utilizadas nos experimentos foram mantidas em cultivo,

em uma garrafa A75 cm2 (Sarstedt) em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
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Medium - Sigma®), suplementado (NaHCO3 a 0,37%, penicilina [100 U/mL],
estreptomicina [100 pg/mL], fungizona [250 ng/mL] e soro fetal bovino [SFB -
Sigma®] 5-10%) e incubadas a 37°C, em uma estufa (Thermo Scientific — Modelo
3111) de 5% de CO2.

Atingido o estado adequado de confluéncia dessas células, entre 90-100% (~
10-12 x 10°%), o subcultivo das mesmas era realizado, sendo utilizado para tal
finalidade, solucdo salina tamponada — (Phosphate buffered saline) PBS 1X e
solucéo de tripsina/EDTA 0,25% (GIBCO).

5.3 AMOSTRAS DE VIRUS

5.3.1 Virus MVA selvagem

5.3.1.1 Origem e multiplicacéo

O virus MVA selvagem, utilizado na geracdo dos virus recombinantes e como
controle em alguns ensaios, gentilmente cedido pelo Dr. Bernard Moss (Laboratory
of Viral Diseases, NIAID, National Institutes of Health — NIH, EUA), na passagem de
ndamero 581, foi multiplicado em garrafas de cultura de area no valor de 150 cm2
(Sarstedt) contendo, aproximadamente, 3 x 10’ células de BHK-21. As células foram
infectadas com uma multiplicidade de infeccdo (m.o.i.) de 1, na qual foi esperada a
adsorcdo em tempo aproximado de 1 h, a uma temperatura de 37°C, para um
volume final de 5 mL de meio DMEM 2,5 % SFB. Logo apds, a monocamada de
células BHK-21 foi lavada com PBS 1X e submetida a um acréscimo de 25 mL de
DMEM 2,5% SFB. A garrafa foi entdo novamente incubada por cerca de 48 h, a
37°C, em estufa (Thermo Scientific — Modelo 3111) a uma atmosfera de 5% de CO2.
Passado o periodo de incubacdo, a monocamada de células foi entdo raspada,
sendo a suspensao celular centrifugada por 10 min a 2500 rpm (Centrifuga Nuve NF
800R). Posteriormente o sedimento foi armazenado em ultrafreezer (Thermo
SCIENTIFIC 700 SERIES) a -80°C para purificagao viral.
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5.3.1.2 Purificacéo

Para a realizacdo da etapa de purificacdo viral, aproximadamente 20 garrafas
de area calculada em 150 cm2 (Cell Scraper - Sarstedt), as quais continham cerca
de 3 x 10" células de BHK-21 cada foram infectadas com MVA selvagem. O
sedimento resultante foi suspenso em 8 mL de Tris-HCL 10 mM em pH igual 8,0,
para posterior homogeneizacdo e centrifugacdo por cerca de 15 min a 4°C a 2500
rom (Centrifuga Nuve NF 800R). O sobrenadante resultante foi coletado e
armazenado em banho de gelo. J& o sedimento foi suspenso em 10 mL de solugéo
de lise (1 mM MgCI2, 10 mM Tris-HCI pH 7,6; 10 mM KCI) e mantido em banho de
gelo por um tempo aproximado de 10 min. Posteriormente, o sedimento foi
transferido para um douncer e homogeneizado lentamente por 80 vezes, em banho
de gelo. Em seguida, o conteudo foi vertido em um tubo Falcon e centrifugado por
15 min a 4°C a 2500 rpm (Centrifuga Nuve NF 800R), onde o sobrenadante foi
coletado e adicionado ao anterior. As etapas realizadas para o primeiro sedimento
foram repetidas para o novo sedimento, com a ressalva de que foi utilizada 8 mL de
tampéo de lise. Quando da unido dos sobrenadantes 26 mL de suspenséo viral foi
obtida. Essa suspenséo foi entdo centrifugada em colchdo de sacarose a 36%, por
2h, a 4°C, a 14.000 rpm (ultracentrifuga Sorvall OTD-Combi rotor AH629). Logo
apos, o sobrenadante e a sacarose foram desprezados de maneira cuidadosa e 0
sedimento, com as particulas virais, foi suspenso em 1 mL de 10 mM Tris-HCI pH
8,0 e armazenado em ultrafreezer (Thermo SCIENTIFIC 700 SERIES) a — 80°C para

titulacdo e uso em tempo oportuno.

5.3.1.3 Titulacéo

Para a etapa de titulacdo a suspensao viral purificada foi diluida em série em
meio DMEM 2,5 % SFB, sendo utilizados 500 yL para cada diluicao para posterior
infeccéo das respectivas monocamadas de BHK-21 em uma placa de cultura celular
de 6 pocos. Um poco da placa foi reservado para o controle de células, no qual foi
acrescentado 500 pL de DMEM 2,5% SFB. A adsorcdo foi realizada por
homogeneizagao constante durante 1 h, a 37°C, em estufa com atmosfera de 5% de
CO2. Posteriormente, foram acrescentados 2 mL de DMEM 2,5% SFB em cada um

dos seis pocos. A placa foi entdo incubada por 24 h, em uma temperatura de 37°C,
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em estufa com atmosfera de 5% de CO2. Logo apds esse periodo, as células foram
fixadas por 24 h em uma solugdo de metanol e acetona (1:1). Em seguida a solugéo
foi retirada e o poco lavado por trés vezes com PBS 1X. ApdOs o procedimento, as
células foram incubadas por 1 h com o anticorpo anti-VACV na proporcao de 1:5000
e lavadas trés vezes com PBS 1X ap0s o tempo de incubagdo. As células foram
reincubadas com o anticorpo secundario (proteina conjugada com peroxidase) em
PBS contendo 3% SFB. Em seguida, as células foram lavadas trés vezes antes de
passarem pela coloracdo. Posteriormente a um tempo estimado entre 24 a 48 h os
focos fluorescentes foram contados no microscopio de fluorescéncia (EVOS Life
technologies — Modelo AMF4300). O calculo do titulo viral foi realizado através da
contagem do numero de placas virais detectadas, multiplicado pelo inverso da

diluicéo.

5.3.2 Virus MVA-GFP

O virus MVA-GFP, previamente produzido no Laboratério de Virologia Basica
e Aplicada (LVBA), pela Dra. Danielle Soares de Oliveira Daian e Silva (DAIAN e
SILVA, 2019), no Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB), UFMG, foi multiplicado,
purificado e titulado em BHK-21 semelhante ao descrito no tépico 5.3.1.2. Para a
etapa de titulacdo, as placas verdes fluorescentes, resultado da expressao do gene
GFP, foram contadas ao microscoépio de fluorescéncia (EVOS Life techonologies —
Modelo AMF4300).

5.3.3 Virus recombinante rMVA-hACE2

5.3.3.1 Transfeccado de células

A construcdo dos virus recombinantes foi baseada no processo de
recombinacdo homologa. Sendo assim, o pLW44-hACE2 foi transfectado em células
BHK-21 infectadas com MVA selvagem (MVA-WT), o que resultou na recombinacao
entre fragmentos de DNA homologos.

Nesse aspecto, inicialmente, uma placa de 6 po¢cos com monocamada de
BHK-21 com uma quantidade aproximada entre 1,5 x 10° células/cavidade foram

infectadas com o virus MVA (m.o.i. = 0,5 ou 1), onde um poc¢o da placa foi separado
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para o controle de células, sendo adicionado 500 pyL de DMEM 2,5% SFB, e outro
poco para controle de virus, no qual a transfeccdo foi realizada com o plasmideo
pLW44 vazio. Para ocasionar a adsorcéo, a placa foi incubada por 1h, a 37°C, em
uma estufa (Thermo Scientific — Modelo 3111) com atmosfera de 5% de CO2. Apoés
a adsorcdo, as monocamadas de células foram lavadas com meio Opti-MEM® |
(GIBCO, EUA) e, em seguida, foi realizada a transfecgdo com o pLW44-hACEZ2.
Para essa etapa, uma solugdo de 2,62 ug do plasmideo de transferéncia e
Opti-MEM (gsp 50 uL) foi homogeneizada com uma segunda solugédo com 10 yL de
lipofetamina (Lipofectamine 2000, Invitrogen, EUA) e 45 pL de Opti-MEM.
Posteriormente a um periodo de incubagcdo de 30 min, o volume da mistura foi
ajustado para 1 mL com Opti-MEM e foi adicionado a cada poco da placa. Entdo, as
células cobertas por essa solucdo passaram por uma incubacéo durante 5 h, a 37°C
(Thermo Scientific — Modelo 3111), em uma atmosfera de 5% de CO2.
Posteriormente a esse periodo, 0 meio das células foi substituido por 2 mL DMEM
5% SFB em cada cavidade da placa. Esta foi entdo incubada por 48 h, a uma
temperatura de 37 °C (Thermo Scientific — Modelo 3111), em uma atmosfera
contendo 5% de CO2, ocasionando a recombinacdo homdloga entre o genoma do
virus e o plasmideo de transferéncia. Logo apés, as monocamadas de células foram
raspadas com o auxilio de raspadores de silicone (cell scraper — Sarstedt) e as
solucdes resultantes foram centrifugadas por 2 min a 2.500 rpm (Microcentrifuga
Eppendorf 5415C). Os sedimentos foram entdo suspensos com 500 yL de DMEM
5% SFB e tal suspenséo foi congelada e descongelada em nitrogénio liquido por trés
vezes, permitindo a lise das células infectadas, e consequentemente a liberacdo das
particulas virais. Posteriormente, a suspensdo foi armazenada em ultrafreezer
(Thermo SCIENTIFIC 700 SERIES) a — 80°C para a etapa de selecdo dos virus

recombinantes: purificagdo em placa.

5.3.3.2 Selecdo de virus recombinante

5.3.3.2.1 Purificacdo em Placa e triagem por microscopia de fluorescéncia

O virus recombinante, rMVA-hACE2, foi selecionado através de sucessivos

ensaios de purificacdo de placa. A recorréncia do ensaio € necessaria, pois promove

a expansdo do virus recombinante por diminuicdo competitiva do numero de
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particulas virais de MVA-WT. Para cada ensaio, foram realizadas diluicdes seriadas
da suspenséo viral obtida na etapa anterior. Logo apés, foi utilizado 500 yL de cada
diluicdo para infectar as respectivas monocamadas de BKH-21 em placas de 6
pocos (~1,5 x 10° células/cavidade), sendo reservado um poco da placa para o
controle de células. Ap6s a etapa de adsorcdo das células, realizada sob
homogeneizag¢ao constante durante 2 h em estufa a 37°C a uma atmosfera de 5%
de CO2 (Thermo Scientific — Modelo 3111), as monocamadas de células foram
lavadas. Para tanto, foi adicionado PBS 1X e acrescentado uma mistura com
solucéo de agarose a 2% e meio MEM 2X (GIBCO®) suplementado com SFB ente 5
e 10%, além de antibibticos e antifungico. Logo apds, as placas foram reincubadas
por um periodo de tempo entre 48 e 72 h, a 37°C, em atmosfera de 5% de CO2
(Thermo Scientific — Modelo 3111). Passado o periodo de infeccéo, as células foram
observadas ao microscépio de fluorescéncia (EVOS Life techonologies — Modelo
AMF4300) e as placas verdes fluorescentes (focos de fluorescéncia ou clones de
virus), devido a expressdo do gene para a proteina GFP, foram coletadas e
transferidas para microtubos com 500 yL de DMEM 10% SFB. A suspenséo foi
entdo congelada e descongelada em nitrogénio liquido, processo repetido trés
vezes, e sonicada (BRANSON 1510) por 30 segundos com intervalo em gelo por 30
segundos, de forma a permitir a ruptura das células infectadas e, posteriormente,
armazenada em ultrafreezer (Thermo SCIENTIFIC 700 SERIES) a -80°C para

repeticdo do ensaio.
5.3.3.2.2 Cell sorting

O resultado dos ensaios de transfeccdo e de multiplicagcdo também foram
submetidos a técnica de Cell sorting. Essa técnica é realizada em citdmetro de fluxo
especifico para avaliacdo da emissdo de fluorescéncia das células (FACS -
Fluorescence Activated Cell Sorter), possibiltando que células especificas,
marcadas com fluorocromos, sejam classificadas eletrostaticamente, e separadas
das demais (BERTHO, 2015).

Para isso, as células BHK-21 transfectadas e/ou infectadas com o virus
recombinante pés-transfeccao, seja em placa de 6 pocos ou garrafas A25 cm2 foram
raspadas, centrifugadas e ressuspendidas em PBS 1X e lidas em citbmetro FACS. O

aparelho foi calibrado utilizando células nao infectadas (sem fluorescéncia) e células
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infectadas com MVA-GFP (Controle positivo da fluorescéncia). ApGs a leitura das
amostras, as células que apresentavam fluorescéncia eram separadas das demais
pelo citbmetro, que as dispensavam ainda viaveis em um novo tubo estéril. As
células fluorescentes foram lisadas e o sobrenadante utilizado para uma nova
infecgdo de BHK-21.

5.3.3.3 Amplificacao e purificacao

A amplificacdo foi realizada de forma gradativa: placa 24 pocos, placa 12
pocos, placa 6 pocos, garrafa A25 cm2, garrafa A75 cm2 e garrafa A150 cm2 .

A suspenséo viral obtida com clone eleito na etapa de purificacdo de placa foi
congelada e descongelada em nitrogénio liquido por trés vezes consecutivas e
sonicada (BRANSON 1510) por 30 segundos com intervalo em gelo por 30
segundos, para permitir o rompimento das células infectadas e liberar as particulas
virais.

Feito isso, inicialmente, uma placa de 24 pocos, com uma quantidade
aproximada de 3,7 x 10* células de BHK-21 foi infectada com o virus rMVA-hACE2.
As células foram infectadas com 250 yL de suspensao viral que foi coletada na
ultima rodada de selecao a qual foi acrescentada 250 yL de DMEM 5% SFB e
incubadas por 1 h (para adsor¢do com homogeneiza¢ao constante), a 37°C, em uma
atmosfera de CO2 a 5% (Thermo Scientific — Modelo 3111). Posteriormente, a placa
foi novamente incubada sob as mesmas condi¢cbes e a fluorescéncia observada
(EVOS Life techonologies — Modelo AMF4300) ap6s 24 h. Passado esse intervalo as
células foram coletadas, centrifugadas por 2 min a 1500 rpm em microcentrifuga
(Microcentrifuga Eppendorf 5415C), sendo o sedimento ressuspendido em 500 uL
de DMEM 5% SFB e armazenado em ultrafreezer (Thermo SCIENTIFIC 700
SERIES) a -80°C.

A suspensao viral obtida na primeira etapa de amplificacdo foi congelada e
descongelada em nitrogénio liquido por trés vezes consecutivas e sonicada
(BRANSON 1510) por 30 segundos com intervalo em gelo por 30 segundos, para
permitir o rompimento das células infectadas e liberar as particulas virais.

De forma sucessiva, uma placa de 12 pogos com uma quantidade aproximada
de 7,5 x 105 células BHK-21 foi infectada com o virus rMVA-hACE2 anteriormente

amplificado em placa 24 well. As células foram infectadas com 400 pyL e 600 pL de
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DMEM 5% SFB, sendo incubadas por 1 h (para adsorcdo com homogeneizacéo
constante), a 37°C, em uma atmosfera de CO2 a 5% (Thermo Scientific — Modelo
3111). Posteriormente, a placa foi novamente incubada sob as mesmas condicdes e
a fluorescéncia observada (EVOS Life techonologies — Modelo AMF4300) apoés 24 h.
Passado esse intervalo as células foram coletadas, centrifugadas por 2 min a 1500
rpm em microcentrifuga (Microcentrifuga Eppendorf 5415C), sendo o sedimento
ressuspendido em 500 pL de DMEM 5% SFB e armazenado em ultrafreezer
(Thermo SCIENTIFIC 700 SERIES) a -80°C.

A suspenséo viral obtida na segunda etapa de amplificagdo gradativa foi
congelada e descongelada em nitrogénio liquido por trés vezes consecutivas e
sonicada (BRANSON 1510) por 30 segundos com intervalo em gelo por 30
segundos, para permitir o rompimento das células infectadas e liberar as particulas
virais para infeccéo da placa de 6 pocos.

Sendo assim, uma placa de 6 cavidades contendo cerca de 1,5 x 10° células
BHK-21 foi infectada com 400 pL da suspensao viral coletada da ultima amplificacao
em placa de 12 pogos + 1600 yL de DMEM 5% SFB , sendo incubada por 1 h (para
adsorcdo com homogeneizagdo constante), a 37°C, em uma atmosfera de CO2 a
5% (Thermo Scientific — Modelo 3111). Posteriormente, a placa foi novamente
incubada sob as mesmas condicbes e a fluorescéncia observada (EVOS Life
techonologies — Modelo AMF4300) apés 24 h. Passado esse intervalo as células
foram coletadas, centrifugadas por 2 min a 1500 rpm em microcentrifuga
(Microcentrifuga Eppendorf 5415C), sendo o sedimento ressuspendido em 500 pL
de DMEM 5% SFB e armazenado em ultrafreezer (Thermo SCIENTIFIC 700
SERIES) a -80°C.

A suspensédo viral obtida a com amplificacdo na placa de 6 pocos, foi
congelada e descongelada em nitrogénio liquido por trés vezes consecutivas e
sonicada (BRANSON 1510) por 30 segundos com intervalo em gelo por 30
segundos, para permitir o rompimento das células infectadas e liberar as particulas
virais para infeccdo de uma garrafa de cultura de A25 cm2.

O ultimo experimento foi realizado em triplicata, sendo uma placa reservada
para extracdo de DNA, uma para extracdo de RNA e uma para prosseguir com 0S
ensaios de multiplicagao.

Sendo assim, uma garrafa de cultura de A25 cm2 contendo cerca de 3,0 x 10°

células BHK-21 foi infectada com 400 uL da suspensao viral coletada da ultima
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amplificacdo em placa de 6 pocos + 600 yL de DMEM 5% SFB , sendo incubada por
1 h (para adsor¢do com homogeneizagéo constante), a 37°C, em uma atmosfera de
CO2 a 5% (Thermo Scientific — Modelo 3111). Posteriormente, foram adicionados 4
mL de meio DMEM 5% SFB e a garrafa, foi novamente incubada sob as mesmas
condicbes e a fluorescéncia observada (EVOS Life techonologies — Modelo
AMF4300) apés 24 h. Apés o periodo de incubacdo, a monocamada de células foi
raspada, com o auxilio de raspadores de silicone (Cell Scraper - Sarstedt), e o
extrato celular centrifugado por 2 min a 1500 rpm em centrifuga (Nuve NF 800R),
sendo o sedimento ressuspendido em 500 uL de DMEM 5% SFB e armazenado em
ultrafreezer (Thermo SCIENTIFIC 700 SERIES) a -80°C.

A suspenséo viral obtida com a multiplicacdo na garrafa de cultura de A25
cm2, foi congelada e descongelada em nitrogénio liquido por trés vezes
consecutivas e sonicada (BRANSON 1510) por 30 segundos com intervalo em gelo
por 30 segundos, para permitir o rompimento das células infectadas e liberar as
particulas virais para infec¢cado de uma garrafa de cultura de A75 cm2.

Sendo assim, uma garrafa de cultura de A75 cm2 contendo cerca de 10 x 10°
células BHK-21 foi infectada com 400 uL da suspensdo viral coletada da
multiplicagdo em garrafa + A25 cm2 2600 yL de DMEM 5% SFB, sendo incubada
por 1 h (para adsorcdo com homogeneizacéo constante), a 37°C, em uma atmosfera
de CO2 a 5% (Thermo Scientific — Modelo 3111). Posteriormente, foram adicionados
mais 12 mL de meio DMEM 5% SFB e a garrafa, foi novamente incubada sob as
mesmas condi¢des e a fluorescéncia observada (EVOS Life techonologies — Modelo
AMF4300) ap06s 24 h. Apés o periodo de incubacdo, a monocamada de células foi
raspada, com o auxilio de raspadores de silicone (Cell Scraper - Sarstedt), e o
extrato celular centrifugado por 2 min a 1500 rpm em centrifuga (Nuve NF 800R),
sendo o sedimento ressuspendido em 1000 yL de DMEM 5% SFB e armazenado
em ultrafreezer (Thermo SCIENTIFIC 700 SERIES) a -80°C.

O dultimo experimento foi realizado em duplicata, sendo cada uma das
garrafas utilizada para expandir o virus em 10 garrafas A150 cm2. Sendo assim, ao
final, foi obtida uma suspenséo viral Unica, expandida de 20 garrafas A150 cm2 para
a etapa de purificacéo viral.

Finalmente, a suspenséo viral obtida com a multiplicagdo na garrafa de
cultura de A75 cm2, foi congelada e descongelada em nitrogénio liquido por trés

vezes consecutivas e sonicada (BRANSON 1510) por 30 segundos com intervalo
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em gelo por 30 segundos, para permitir o rompimento das células infectadas e
liberar as particulas virais para infeccdo de 20 garrafas de cultura de A150 cm?2.

Sendo assim, 20 garrafas de cultura de A150 cm2 contendo cerca de 20 x 10°
células BHK-21 foram infectadas com 100 uL da suspensao viral coletada da
multiplicagdo em garrafa A75 cm2 + 9,9 mL de DMEM 5% SFB, sendo incubada por
1 h (para adsor¢cdo com homogeneizagéo constante), a 37°C, em uma atmosfera de
CO2 a 5% (Thermo Scientific — Modelo 3111). Posteriormente, foram adicionados
mais 15 mL de meio DMEM 5% SFB e a garrafa, foi novamente incubada sob as
mesmas condicdes e a fluorescéncia observada (EVOS Life techonologies — Modelo
AMF4300) apés 24 h. Apés o periodo de incubagdo, a monocamada de células foi
raspada, com o auxilio de raspadores de silicone (Cell Scraper - Sarstedt), e o
extrato celular centrifugado por 2 min a 1500 rpm em centrifuga (Nuve NF 800R),
sendo o pellet armazenado em ultrafreezer (Thermo SCIENTIFIC 700 SERIES) a -
80°C para posterior purificagao viral.

A purificacdo viral ocorreu de acordo com o protocolo descrito anteriormente

no topico 5.3.1.2.

5.3.34 Titulacdo e Estoque Viral

Para a titulacdo viral, a suspenséo de virus purificada na etapa anterior, foi
sonicada (BRANSON 1510) por 30 segundos com intervalo em gelo por 30
segundos e diluida em série, em meio DMEM 2,5 % SFB, e 500 pL de cada diluigao
foram utilizados para as respectivas monocamadas de células BHK-21 em uma
placa de cultura celular de 6 cavidades (~1,5 x 10° células/cavidade). Um poco da
placa foi reservado para controle, onde foi acrescentado 500 yL de DMEM 2,5 %
SFB. Para permitir a adsorcgéo foi realizada uma homogeneizagéo constante durante
1 h, a 37°C, em estufa com atmosfera de 5% de CO2. Logo apds, foram
acrescentados 2 mL de DMEM 2,5% em cada cavidade. A placa foi incubada a 37°C
em estufa com atmosfera de 5% de CO2. Apés um periodo de incubacéo de 48 h os
focos fluorescentes foram contados no microscopio de fluorescéncia. Para a
realizacdo do calculo de titulo viral foi realizado a contagem do numero de placas
virais detectadas, multiplicado pelo inverso da dilui¢ao.

Para a producdo de estoque do virus recombinante rMVA-hACE2 o virus

purificado foi diluido a uma m.o.i 0,5 em meio DMEM 2% SFB e utilizado para
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infeccdo de células BHK-21, que foram cultivadas em garrafas de cultura celular de
area de 150 cm2. Apoés a adigdo do inéculo as células foram incubadas por 1h, a
37°C, em estufa com atmosfera de 5% de CO2, para que ocorra a adsor¢ao viral. Na
garrafa, ainda, foi adicionado 15 mL de DMEM 5% de SFB. Apds um periodo de 24
h de infeccéo as células foram observadas e analisadas quanto ao aparecimento da
fluorescéncia caracteristica. O sobrenadante foi entdo descartado, a monocamada
raspada, lavada com DMEM nédo suplementado; o sedimento ressuspendido,
aliquotado e armazenado em ultrafreezer (Thermo SCIENTIFIC 700 SERIES) a -

80°C para utilizagdo em momento oportuno.

5.4 CONFIRMACAO DA CONSTRUCAO DOS VIRUS RECOMBINANTES

5.4.1 Extracdo de material genético e Verificagcdo da Presenca do Inserto no

virus recombinante

O virus rMVA-hACE2 teve seu DNA extraido através do kit de extracao
DNeasy Blood and Tissue da QIAGEN, segundo instru¢cdes do fabricante. Para tal, a
partir do extrato celular infectado obtido foram aliquotados cerca de 200 pL de
amostra. Apos centrifugacdo a 5 minutos, 13.000 rpm (microcentrifuga MicroCI-17R,
Thermo Scientific), o sedimento foi ressuspenso em 200 uL de PBS 1X. A solugao
recebeu 20 pL de proteinase K, 200 uL do tampao AL, foi homogeneizada durante 5-
10 segundos e entdo incubada a 56 oC por 10 minutos. Foram adicionados 200 pL
de etanol 96% a amostra que foi homogeneizada e entdo transferida para uma
coluna DNeasy mini spin. A coluna foi centrifugada a 8.000 rpm por 1 minuto e 0
tubo de coleta descartado. A coluna foi acoplada a um novo tubo de coleta, lavada
com 500 pL do tampdo AW1 e centrifugada por 1 minuto a 8.000 rpm
(microcentrifuga MicroCl-17R, Thermo Scientific). Este Gltimo passo foi repetido com
tampdo AW2 e centrifugacdo de 3 minutos a 13.300 rpm (microcentrifuga MicroCl-
17R, Thermo Scientific). A coluna foi entdo finalmente acoplada a um tubo novo de
1.5 mL, onde foram adicionados 100 uL de H20O ultrapura e, apds incubacéo de 1
minuto, centrifugada a 8.000 rpm também por 1 minuto (microcentrifuga MicroCl-
17R, Thermo Scientific).

O DNA extraido das culturas celulares foi armazenado em ultrafreezer
(Thermo SCIENTIFIC 700 SERIES) a -80°C e sera submetido a ensaios de PCR



67

para verificacdo da presenca do gene de interesse, assim como utilizado nos
ensaios de sequenciamento. Ambos 0s ensaios serdo realizados com iniciadores
externos senso e anti-senso do plasmideo pLW44, bem como, iniciadores internos
especificos para o gene de interesse.

O RNA total das células infectadas com rMVA-hACE2 foi extraido através do
kit de extragcdo de RNA viral da PHONEUTRIA, segundo instru¢des do fabricante,
para posterior transcricdo reversa e avaliacdo da transcricdo do mRNA codificador
da proteina recombinante de interesse.

A partir do extrato celular infectado obtido foram aliquotados cerca de 100 yL
de amostra. Inicialmente a proteinase K (PK) foi liofilizada com 100 pL de tampéao de
reconstituicdo. Logo apés, foi pipetado 100 yL de amostra no tubo de lise e 2 pL de
PK. A mistura foi entdo homogeneizada suavemente e incubada por um periodo de
tempo entre 30 e 60 segundos. Apos esse tempo, foi adicionado 400 uL de solugéo
de lise e a mistura foi passada no vortex (velocidade méaxima) por 5 segundos. Logo
apos, a mistura também foi centrifugada rapidamente, por spin, (AJX-1008). Logo
apos esse processo, foi adicionado 250 uyL de etanol ao tubo de lise contendo a
amostra e a solucao de lise. O conjunto foi entdo homogeneizado com o auxilio de
uma pipeta de volume apropriado para passar todo o volume da amostra (~750 L)
para uma coluna com tubo coletor identificado. O tubo foi fechado e logo em
seguida, centrifugado por 2 minutos a 6000g (microcentrifuga MicroCl-17R, Thermo
Scientific), a 4°C. Posteriormente, a coluna contendo a amostra foi transferida para
um novo tubo coletor, sendo o tubo coletor com o filtrado descartado. Sendo assim,
o RNA ficou ligado na coluna. Logo apos, foram adicionados 350 microlitros da
solucéo A na coluna, sendo a tampa fechada e uma nova centrifugacéo foi realizada
por 30 segundos a 10.000g (microcentrifuga MicroCI-17R, Thermo Scientific), a 4°C.
Em seguida, foram adicionados 400 uL de solugéo B na coluna e esta, com a tampa
fechada, foi novamente centrifugada por 30 segundos a 10.000g (microcentrifuga
MicroCI-17R, Thermo Scientific), a 4°C. Logo apds, a coluna foi transferida para um
novo tubo coletor e centrifugada a 3 minutos por 10.000g (microcentrifuga MicroCl-
17R, Thermo Scientific), a 4°C, sendo o tubo coletor anterior descartado. Apos a
centrifugacédo, a coluna foi transferida para um tubo de eluicdo com tampa
(microtubo de 2,0 ml). O RNA ainda permaneceu ligado a coluna nessa etapa. Em
seguida, foi adicionado a coluna de 25 a 50 uyL de tampao de eluicédo livre de
RNAse/DNAse, dispensados diretamente no centro da membrana e a mistura foi
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incubada por 1 minuto. Apos esse periodo, uma nova centrifugacao foi realizada por
3 minutos a 10.000g (microcentrifuga MicroCIl-17R, Thermo Scientific), a 4°C,
mantendo a tampa da coluna fechada. Em seguida a coluna foi descartada, ja que
nesse momento o0 RNA saiu da coluna e ficou disponivel em solucdo. A qualidade e
a concentragédo do RNA foram dosadas em Nanodrop Spectrophotometer (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA). Posteriormente o RNA foi armazenado em
ultrafreezer (Thermo SCIENTIFIC 700 SERIES) a -80°C.

5.4.2 Avaliacdo da expressao da proteina hACE2

Nessa etapa foi realizada uma imunofenotipagem através da utilizacdo de
anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos. A marcacéo da proteina foi feita
com um anticorpo anti-ace2 [EPR4435] (anticorpo priméario) de coelho e um
anticorpo anti-IgG de coelho [anti-rabbit DNK pAb to Rb IgG] (anticorpo secundario)
contendo o fluoréforo ficoeritrina (PE).

Sendo assim, células BHK-21 foram semeadas em garrafas de cultura (A75 -
80 cm2 Sarstedt) e incubadas até a monocamada atingir uma confluéncia de
aproximadamente 95% (A75 — 11 x 10° células/poco). Apés a monocamada atingir a
confluéncia desejada as células foram infectadas, em uma garrafa, com o rMVA-
hACE2, m.o.i. 1, e em outra garrafa, com o controle de virus, MVA-GFP (m.o.i 1) por
24h em estufa, a 37°C, a 5% de CO2 (Thermo Scientific — Modelo 3111). Para a
infeccdo o virus foi previamente sonicado (BRANSON 1510) por trés ciclos com
intervalos de 30 segundos no gelo, e as células lavadas com PBS 1X aquecido em
banho Maria (MARCONI MA 127) a 36°C. Apés sonicar os virus, uma garrafa de
células foi infectada com 30 uL do rMVA-hACE2 e completada com 14,7 mL de meio
DMEM 2,5% SFB; e outra garrafa com 2 pL do virus controle (MVA-GFP) e
completada com 14,98 mL de meio DMEM 2,5% SFB. Posteriormente ao intervalo
de infeccdo, o sobrenadante foi descartado e as células lavadas com PBS 1X,
tripsinizadas e ressuspendidas em 1mL de DMEM 2,5% SFB. Logo apés, as células
foram coletadas em tubo Falcon de 50 mL e o volume centrifugado por 5 min a 1500
rpm (Centrifuga Nuve NF 800R), a 4°C. Posteriormente, o sobrenadante foi
descartado e o pellet novamente ressuspendido em 1 mL de DMEM 2,5% SFB. As
células viaveis foram contadas em uma camara de Neubawer e ajustadas para a

quantidade de 1 x 10’ células/mL. Utilizando uma placa de 96 cavidades foi
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adicionado 1 x 10° células/cavidade. Entdo a placa foi centrifugada a 2100 rpm por 3
minutos (Centrifuga Nuve NF 800R) a 4°C. O sobrenadante foi descartado vertendo-
se a placa. Logo apdés o pellet foi homogeneizado cuidadosamente por
aproximadamente 10X e as células ressuspendidas em 100 pL do corante live/dead,
seguido de um periodo de 15 minutos de incubacdo no escuro a temperatura
ambiente.

Posteriormente ao periodo de incubacao, as células foram lavadas com PBS
wash e em seguida, centrifugadas (Centrifuga Nuve NF 800R) a 2100 rpm, por 3
minutos a 4°C. Apds a centrifugacdo 50 pl anticorpo primério anti-Flag (Sigma —
F3165) ou anti-ACE2 antibody [EPR4435(2)] ab108252 (diluicdo 1: 1000) foi
adicionado e a placa passada cuidadosamente no vortex (DAIGGER Vortex Genie
2TM — G22220). Em seguida a placa foi encoberta em papel aluminio e incubada a
37°C em estufa por um periodo de 30 minutos (Thermo Scientific — Modelo 3111).
Seguido o periodo de incubagao, foi adicionado 150 uL de PBS wash e a placa foi
entdo novamente centrifugada a 2.100 rpm por 3 minutos (Centrifuga Nuve NF
800R) a 4°C. Ap6s a centrifugacdo o sobrenadante foi descartado, a placa
novamente passada no vortex (DAIGGER Vortex Genie 2TM — G22220) e o pellet
ressuspendido em 50 uL do anticorpo secundario anti-mouse IgG TRITC (Sigma) ou
DNK pAb t6 Rb IgG (PE). Em seguida a placa passou por um novo periodo de
incubacédo a 37°C por 30 minutos (Thermo Scientific — Modelo 3111). Logo apés foi
adicionado 150 pyL de PBS wash e a placa foi novamente centrifugada a 2100 rpm,
por 3 minutos (Centrifuga Nuve NF 800R) a 4°C. Posteriormente o sobrenadante foi
descartado, a placa novamente passada no vortex (DAIGGER Vortex Genie 2TM —
G22220) e o pellet ressuspendido em 50 yL de paraformaldeido (PFA) 1% no
escuro. Em seguida a placa foi incubada a temperatura ambiente, no escuro, por 20
minutos. Passado esse periodo foi adicionado 150 pL de PBS wash e a placa foi
centrifugada por 2100 rpm, por 3 minutos (Centrifuga Nuve NF 800R) a 4°C. Logo
apos, o sobrenadante foi descartado e a placa passada novamente no vortex
(DAIGGER Vortex Genie 2TM — G22220). As células foram entdo lavadas mais uma
vez com 150 uL de PBS wash e a placa foi centrifugada por 2100 rpm, por 3 minutos
(Centrifuga Nuve NF 800R) a 4°C, descartando o sobrenadante e vortexando
(DAIGGER Vortex Genie 2TM — G22220) a placa. Em seguida, as células foram
ressuspendidas em 100 yL de PBS wash e transferidas para tubos de citometria, os
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quais foram utilizados para leitura das amostras em citdmetro de fluxo. Um total de

50.000 eventos foram lidos.
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6 RESULTADOS

6.1 CONSTRUCAO DO VIRUS rMVA-hACE2

6.1.1 Transfeccéo

O virus rMVA-hACE2 foi originado a partir da transfeccdo de 2 pg do
plasmideo de transferéncia (m.o.i 1) com MVA selvagem em cultura de células BHK-
21, com confluéncia entre 80-90%, em placa de 6 pocos, com 48h de infec¢cdo. Uma
quantidade de 250 pl da transfeccao foi coletada e submetida a técnica de
separacdo por Cell sorting. A observancia de fluorescéncia, resultante da
recombinacdo homologa bem sucedida entre o vetor de transferéncia (pLW44-
hACE2) e o virus MVA-WT, indicou a presenca dos virus recombinantes rMVA-
hACEZ2.

Sendo assim, as figuras 14.A e 14.B mostram células ndo transfectadas ou
controle de células, visualizadas sob microscopia de transmissdo Optica e
microscopia de fluorescéncia, respectivamente. O resultado da transfeccdo nao
submetida ao processo de Cell sorting é mostrado na figura 14.D, e a transfeccéo
submetida a técnica de Cell sorting na figura 14.E; ambas visualizadas sob
microscopia de fluorescéncia.

Por sua vez, a figura 14.C mostra células transfectadas visualizadas sob
microscopia de transmissao oOptica. Nesse aspecto, embora o MVA nao forme placas
de lise em cultivos celulares, é possivel observar, em comparacdo com as células
nao transfectadas (figura 14.A), que ha uma alteracdo na morfologia das células,
com uma tendéncia ao arredondamento das células infectadas; o que também
sugere infeccao pelo virus.

Ainda, é possivel observar gque na transfeccdo submetida ao processo de Cell
sorting (figura 14.E) houve uma separacao mais eficiente das células infectadas com
o rMVA-hACE2, ap0s a recombinacdo homoéloga; uma vez que houve um aumento
da quantidade de focos de fluorescéncia, quando comparado com a transfeccédo nao

submetida a técnica de Cell sorting (figura 14.D).



72

Figura 14. Geracdo de virus recombinantes (rMVA-hACE2) em cultura de células BHK-21.
Transfeccdo de cultura de células infectadas com virus MVA-WT em placa de 6 pogcos com o
plasmideo de transferéncia pLW44-hACE2 (aumento 400x). A) Controle de Células - células BHK-21
sob microscopia Optica; B) Controle de Células - células BHK-21 sob microscopia de fluorescéncia; C)
Células BHK-21 infectadas com MVA-WT e transfectadas com pLW44-hACE2 (m.o.i 1) sob
microscopia de transmissao Optica. Transfeccdo nao submetida a técnica de Cell sorting; D) Células
BHK-21 transfectadas realizada com pLW44-hACE2 (m.o.i 1) sob microscopia de fluorescéncia.
Transfeccdo ndo submetida ao processo de Cell sorting; E) Células BHK-21 transfectadas com
pLW44-hACE2 (m.o.i 1) sob microscopia de fluorescéncia. Transfec¢do submetida ao processo de
Cell sorting. Aumento (400x).
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6.1.2 Selecao clonal — Purificacdo em placa x Cell sorting

Os virus recombinantes oriundos da transfeccdo foram submetidos a
sucessivas rodadas de infeccéo (purificagcdo em placa), em gel de agarose 2%, em
culturas de células BHK-21 com confluéncia satisfatéria (80-90%), em placa 6 de
pocos, com 72h de infec¢do, para segregar o virus rMVA-hACE2 e eliminar o MVA
selvagem. A triagem dos focos de infeccao foi baseada na observacdo de agregados
de células infectadas sob luz fluorescente. Em paralelo, o produto da transfeccéo
também foi submetido a técnica de Cell sorting.

Na figura 15 estd representado o esquema de selecdo clonal dos virus
recombinantes (rMVA-hACE2) obtidos com a transfec¢cdo ndo submetida a técnica
de Cell sorting. Logo abaixo do titulo estdo esquematizadas as rodadas sequenciais
de selecdo em agarose: da esquerda para a direita (12, 23, 32 e 42 rodadas). Abaixo
de cada rodada é possivel observar o numero de clones obtidos, com seta(s) azul
(is) entre cada rodada indicando a progressao (representada pelo niumero do clone)
ou nao (representada pelo simbolo @) de cada clone para a rodada seguinte. O(s)
clone(s) elegivel (eis), quando mais de um disponivel, esta (do) destacado(s) com
um asterisco vermelho.

Na figura 15, € possivel observar que uma minima quantidade de clones
rMVA-hACE2, aproximadamente entre 4 e 5, é obtida em cada rodada de selecao.
Além disso, os clones ndo progridem da terceira passagem seriada em gel de
agarose 2%.

A direita na figura 15, € possivel observar, ressaltadas por uma chave (em
azul), as fotos (sob microscopia de fluorescéncia) do clone 4 e seus sucessores (4.1
e 4.1.3), destacados em vermelho, em cada uma das rodadas de selecao, 12, 22 e
3%, respectivamente. A letra X, destacada em vermelho, representa a néo
progressao do clone para a 42 rodada.
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Esquema de Rodadas de Seleg¢do Clonal em Gel de Agarose Pés Transfec¢do (Sem Sorting)

12 rodada 22 rodada 32 rodada 42 rodada
de selegéo de selegdo de selegdo de selegédo Clone 4
12 rodada
de selecdo|
Clonel — - 11 —— @
Clone2 —— @
22 rodada
de selecd
Clone 3 g & e selegdo
> 411 —— @
Cloned —— 41 =— 412 —— @
T
473 ——> D — -

32 rodada
de selegio

x 43 rodada
de selegdo

Figura 15. Esquema de rodadas de selecdo clonal em gel de agarose com transfec¢cdo néo
submetida ao Cell sorting. Logo abaixo do titulo, da esquerda para direita, estdo representadas as
rodadas de selecdo em agarose: 12, 22 e 32, respectivamente. Embaixo de cada rodada de selecéo
esta discriminada a quantidade de clones obtidos (representada por nimeros). A progressao de cada
um deles nas demais passagens esta indicada por setas azuis (entre cada uma das rodadas). A nao
progressdo do clone é indicada pelo simbolo de vazio (@). A direita da figura e destacada por uma
chave azul estdo discriminadas as fotos do clone 4 e seus sucessores (4.1; 4.1.3) na 1% 22 e 32
rodadas de selecéo, respectivamente. A letra X (destacada em vermelho) indica a ndo progresséo do
clone para a 42 rodada.

Na figura 16 esta representado o esquema de selecdo clonal dos virus
recombinantes (rMVA-hACE?2) obtidos com a transfeccdo submetida a técnica de
Cell sorting. Logo abaixo do titulo estdo esquematizadas as rodadas sequenciais de
selecdo em agarose: da esquerda para a direita (13, 22, 32, 42, 52 e 62 rodadas).
Abaixo de cada rodada € possivel observar o nimero de clones obtidos, com seta(s)
azul (is) entre cada rodada indicando a progressao (representada pelo nimero do
clone) ou nédo (representada pelo simbolo de vazio “@”) de cada clone para a rodada
seguinte. O(s) clone(s) elegivel(s), quando mais de um disponivel, esta (&0)
destacado(s) com um asterisco vermelho.

E possivel observar que com o emprego do Cell sorting uma quantidade
superior de clones pode ser recuperada: 47. Consequentemente, uma quantidade
satisfatoria de clones progride nas passagens seriadas, sendo que o clone eleito
para amplificacdo (25.3.1) seguiu até a sexta passagem em gel de agarose 2%.

Um primeiro destaque na figura 16 é dado ao clone de numero 25 (em

vermelho). Pelas caracteristicas desejaveis apresentadas (dado ndo mostrado), este
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clone foi eleito para prosseguir nas passagens seriadas. Na segunda rodada de
selecéao do clone 25, dentre os quatro clones selecionados e coletados (25.1; 25.2;
25.3; 25.4), o clone 25.3* (destacado em vermelho e com asterisco) foi eleito para
prosseguir na terceira rodada de selecdo. Nesta rodada, o clone 25.3.1* (destacado
em vermelho e com asterisco), dentre outros coletados (25.3.1; 25.3.2; 25.3.3), foi
eleito para seguir nas demais passagens seriadas.

Também € possivel observar na figura 16, ressaltadas por uma chave (em
azul) as fotos (sob microscopia de fluorescéncia) do clone 25.3.1 e seus sucessores
(25.3.1.1; 25.3.1.1.4; 25.3.1.1.4.1), destacados em vermelho, em cada uma das
rodadas de selecédo, 323, 42, 52 e 62 rodada, respectivamente. A partir da 62 passagem

em meio semissolido foi possivel iniciar a amplificacéo viral.



76

Esquema de Rodadas de Selecdo Clonal em Gel de Agarose Pés Transfec¢do com Sorting
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Figura 16. Esquema de rodadas de selecdo clonal em gel de agarose com transfeccao
submetida ao Cell sorting. Logo abaixo do titulo, da esquerda para direita, estdo representadas as
rodadas de selecdo em agarose: 12, 22, 32, 42 52 e 62 respectivamente. Embaixo de cada rodada de
selecado esta discriminada a quantidade de clones obtidos (representada por nimeros). A progressao
de cada um deles nas demais passagens esta indicada por setas azuis (entre cada uma das
rodadas). A n&o progressdo do clone é indicada pelo simbolo de vazio (@). A direita da figura e
destacadas por uma chave azul estdo discriminadas as fotos dos clones 25.3.1; 25.3.1.1; 25.3.1.1.4;
25.3.1.1.4.1 na 32, 43, 52 e 62 rodada de selec¢édo, respectivamente.

Na figura 17 € possivel observar e comparar a robustez dos clones obtidos de
acordo com a quantidade de rodadas de Cell sorting, em monocamada de células
BHK-21 com confluéncia satisfatoria (80-90%), em placa de 6 pocos, em gel de
agarose 2%, com 72h de infeccao.

Na figura 17.A é possivel observar o controle de células (BHK-21) sob
microscopia de transmissdo Optica, com a monocamada integra e as células com
sua morfologia usual. Em 17.B é possivel observar o controle de células sob
microscopia de fluorescéncia. A ndo observancia de fluorescéncia no controle de
células indica a auséncia de virus recombinantes. Em 17.C, foto sob microscopia de
transmissao optica de uma monocamada infectada com um clone na 62 rodada de

selecdo apos uma primeira rodada de Cell sorting, e em 17.E foto sob microscopia



77

de transmissao Optica de um clone na 22 rodada de selecdo apos a segunda rodada
de Cell sorting. Em ambas as fotos, quase ndo € possivel observar a timida
alteracdo na morfologia das células nos focos de infeccdo dos clones, em
comparacdo com o controle. Isto porque, o MVA ndo forma placas de lise em
culturas de células. Sendo assim, a visualizagdo precisa e inequivoca dos clones so
€ possivel sob microscopia de fluorescéncia, através da expresséo da proteina GFP
pelo virus.

Em 17.D, é possivel visualizar o clone da foto C sob microscopia de
fluorescéncia, assim como em 17.F € possivel a visualizacdo do clone em 17.E. O
clone mostrado em 17.F, obtido com uma segunda rodada de Cell sorting, se
apresenta maior, uma vez que ambos sdo visualizados com aumento de 400x, e
mais robusto; quando comparado com o clone da foto D, obtido com somente uma
rodada de Cell sorting. Sendo assim, a robustez dos clones demonstrou

superioridade com a implementacédo da segunda rodada de Cell sorting.
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Figura 17. Purificacdo em placa — Comparacdo da robustez de clones recombinantes (rMVA-
hACE2) em cultura de células BHK-21 (Agarose com 12 rodada de Cell sorting X Agarose com
22 rodada de Cell sorting). Infec¢do de cultura de células em placa de 6 pogos, em agarose 2%,
com virus recombinantes rMVA-hACE2). A) Controle de Células - células BHK-21 sob microscopia
Optica; B) Controle de Células - células BHK-21 sob microscopia de fluorescéncia; C) Clone de rMVA-
hACE2 oriundo da primeira rodada de Cell sorting na 62 rodada de selegcdo em gel de agarose, em
monocamada de células BHK-21, sob microscopia optica. D Clone de rMVA-hACE2 oriundo da
primeira rodada de Cell sorting na 62 rodada de selecdo em gel de agarose, em monocamada de
células BHK-21, sob microscopia de fluorescéncia. E) Clone de rMVA-hACE2 oriundo da segunda
rodada de Cell sorting na 22 rodada de selecdo em gel de agarose, em monocamada de células BHK-
21, sob microscopia Optica. F) Clone de rMVA-hACE?2 oriundo da segunda rodada de Cell sorting na

22 rodada de selecéo em gel de agarose, em monocamada de células BHK-21, sob .microscopia de
fluorescéncia. Aumento de 400x.
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Na figura 18 é possivel comparar a eficiéncia dos métodos de purificacdo em
placa (agarose sem Cell sorting, agarose com uma rodada de Cell sorting e agarose
com duas rodadas de Cell sorting), em clones crescidos em monocamada de células
BHK-21 com confluéncia satisfatoria (80-90%), em placa de 6 pocos, em gel de
agarose 2%, com 72h de infeccéo.

Da esquerda para direita, estd descrito a selecdo de clones em trés
momentos: selecédo clonal sem o emprego do Cell sorting (clones obtidos a partir de
transfeccdo ndo submetida ao método); selecao clonal apos a primeira rodada de
Cell sorting (clones obtidos a partir de transfeccdo submetida ao método) e selecéo
clonal apds a segunda rodada de Cell sorting (clones obtidos a partir de amplificacéo
submetida ao método).

De cima para baixo (a esquerda) legendas discriminando o numero da
passagem (rodada de selecdo) a qual os clones pertencem. Sendo assim: 12
passagem (clones Al, A2 e A3), 22 passagem (clones Bl, B2 e B3), 32 passagem
(clones C1, C2 e C3) e na 62 passagem (abaixo e ao centro) o clone D1.

A letra X (destacada em vermelho e no lado esquerdo da figura) indica a ndo
progressdo do clone para a proxima passagem seriada. A reticéncia vertical (em
preto e ao centro, abaixo do clone C2) indica um salto entre a 32 e a 62 passagem.

A primeira coluna (do lado direito da figura) de clones (A1, B1 e C1) remete a
selecdo sem o emprego de Cell sorting (transfeccdo ndao submetida ao método),
cada um deles em suas respectivas passagens (Al — 12 passagem; B1 — 22
passagem; C1 — 32 passagem). Nesse contexto, € possivel observar que a selecéo
clonal sem Cell sorting ndo demonstra eficiéncia para amplificacdo do virus, ja que
os clones ndo progridem da terceira passagem; resultado, dentre outras
caracteristicas, de uma robustez ndo satisfatoria.

A segunda coluna (ao centro da figura) de clones (A2, B2 e C2) remete a
selecdo com a primeira rodada de Cell sorting (transfeccdo submetida ao método),
cada um deles em suas respectivas passagens (A2 — 12 passagem; B2 — 22
passagem; C2 — 32 passagem; D2 — 62 passagem). Nesse contexto, € possivel
observar que a selecéo clonal apds a primeira rodada de Cell sorting demonstra
eficiéncia para amplificacdo do virus, ja que os clones além de progredirem até a
sexta passagem (clone D2), viabilizaram os ensaios de amplificacdo viral. Também é
possivel observar que os clones ficam mais robustos, ganhando for¢a, a cada

passagem seriada. Adicionalmente, na 62 passagem, o clone D2 apresenta uma
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tendéncia ao isolamento dos virus, o que demonstra que estda apto para
amplificacéo; esta ultima, demonstrada na figura E2 da segunda coluna. Apesar de o
método permitir a amplificacdo, esta se demonstrou insatisfatéria, a julgar pela
robustez e demora, uma vez que foram necessarias seis rodadas de selecdo para
viabiliza-la.

A terceira coluna (do lado direito da figura) de clones (A3 e B3) remete a
selecdo com a segunda rodada de Cell sorting (amplificacdo submetida ao método),
cada um deles em suas respectivas passagens (A3 — 12 passagem; B3 — 22
passagem; C3 — 32 passagem/amplificacdo). Nesse aspecto, € possivel observar
gue a selecao clonal apos a segunda rodada de Cell sorting demonstra superior
eficiéncia, tanto no que diz respeito a amplificacdo do virus, quanto no tocante ao
nimero de passagens em agarose necessdaria para a amplificacdo. E possivel
observar que o método ndo apenas viabilizou a amplificacdo, como esta se
demonstrou mais robusta, com uma maior quantidade de células infectadas,
observada pela intensidade de fluorescéncia; quando comparada com a
amplificac@o da sele¢do clonal com apenas uma rodada de Cell sorting. Além disso,
foram necessérias apenas duas rodadas de selecdo em agarose (clones A3 e B3),
com a amplificacdo ja ocorrendo no que seria a terceira passagem seriada (figura
C3).

Os dados demonstram a assertividade e eficiéncia do emprego de duas
rodadas de Cell sorting como ajuste de protocolo para obtencdo de virus

recombinantes.
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Figura 18. Eficiéncia dos métodos de purificacdo em placa (agarose x 1° Cell sorting x 2° Cell
sorting) para amplificacdo. Da esquerda para direita, como indicado nas legendas (parte superior
da figura) esta descrito a selecdo de clones em trés momentos: selecdo clonal sem o emprego do
Cell sorting (clones obtidos a partir de transfec¢éo ndo submetida ao método); selecéo clonal apos a
primeira rodada de Cell sorting (clones obtidos a partir de transfecgdo submetida ao método) e
selegcdo clonal apés a segunda rodada de Cell sorting (clones obtidos a partir de amplificagao
submetida ao método). De cima para baixo (& esquerda) legendas discriminando o nimero da
passagem (rodada de sele¢édo) a qual os clones pertencem: 12 passagem (clones Al, A2 e A3), 22
passagem (clones B1, B2 e B3), 32 passagem (clones C1 e C2) e na 62 passagem (abaixo e ao
centro) o clone D1. As figuras indicadas por (E2 e C3) indicam a amplificac&o viral, com uma rodada
de Cell sorting e com duas rodadas de Cell sorting, respectivamente. A letra X (destacada em
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vermelho e no lado esquerdo da figura) indica a ndo progressao do clone para a préxima passagem
seriada. A reticéncia vertical (em preto e ao centro, abaixo do clone C2) indica um salto entre a 32 e a
62 passagem. As setas em azul indicam a amplificacdo em E2 (seta horizontal) e em C3 (seta
vertical). Figura produzida pela autora.

6.1.3 Amplificagao viral

Na figura 19 € possivel comparar a robustez de amplificacdo em relacdo a
guantidade de rodadas de Cell sorting aplicadas: com uma rodada de Cell sorting e
com duas rodadas de Cell sorting. A amplificacdo ocorreu de forma gradativa (placa
24 pocos, placa 12 pogos, placa 6 pocos, garrafa A25 cm2, garrafa A75 cm2 e
garrafa A150 cm?2), em monocamada de células BHK-21, com confluéncia
satisfatoria  (80-90%), em meio DMEM 25% de soro fetal bovino, com
aproximadamente 24h de infecgéo.

Em A é possivel observar o controle de células (BHK-21) sob microscopia de
transmissao Optica, com a monocamada integra e as células com sua morfologia
usual. Em B é possivel observar o controle de células sob microscopia de
fluorescéncia. A ndo observancia de fluorescéncia no controle de células indica a
auséncia de virus recombinantes. Em C, foto sob microscopia de transmissao Optica
de uma monocamada infectada com virus apés a primeira rodada de Cell sorting, e
em E foto sob microscopia de transmissédo optica de uma monocamada infectada
com virus amplificados ap6s a segunda rodada de Cell sorting. Em ambas as fotos,
€ possivel observar alteracdo na morfologia das células e uma monocamada quase
e/ou completamente desintegrada, em comparacdo com o controle. Isto porque com
a amplificacdo ha um aumento da quantidade de virus recombinantes. Logo, é
possivel presumir o sucesso da infeccdo pelos virus recombinantes quando da
observacdo sob microscopia de transmissdo Optica; diferente da etapa de
purificacdo em placa.

Em D é possivel visualizar a amplificacdo com apenas uma rodada de Cell
sorting, sob microscopia de fluorescéncia. Da mesma forma, em F é possivel a
visualizagdo da amplificacdo com duas rodadas de Cell sorting, sob microscopia de
fluorescéncia. Nesse aspecto, a amplificacdo visualizada em F foi mais robusta
guando comparada com a amplificacdo em D. Sendo assim, o emprego da segunda
rodada de Cell sorting demonstrou eficiéncia e superioridade também para a

amplificagéo viral.
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Figura 19. Amplificagdo de virus recombinantes (rMVA-hACE2) em cultura de células BHK-21.
Comparacao da robustez de amplificacdo (Antes do 2° Cell sorting X Apés o 2° Cell sorting). Infec¢éo
de virus recombinantes rMVA-hACE2 em células BHK-21 em garrafa de cultura de células A 75 cm2.
A) Controle de Células - células BHK-21 sob microscopia 6ptica; B) Controle de Células - células
BHK-21 sob microscopia de fluorescéncia; C) Virus recombinantes amplificados em garrafa A 75 cm2,
sob microscopia 6ptica. Virus amplificados com uma rodada de Cell sorting. D) Virus recombinantes
amplificados em garrafa A 75 cm2, sob microscopia de fluorescéncia. Virus amplificados com uma
rodada de Cell sorting. E) Virus recombinantes amplificados em garrafa A 75 cm2, sob microscopia
Optica. Virus amplificados com duas rodadas de Cell sorting. F) Virus recombinantes amplificados em
garrafa A 75 cm2, sob microscopia de fluorescéncia. Virus amplificados com duas rodadas de Cell
sorting. Aumento 400x.
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Na figura 20 é possivel comparar a progressado e eficiéncia de amplificacéo
em relacdo a quantidade de rodadas de Cell sorting aplicadas: com uma rodada de
Cell sorting e com duas rodadas de Cell sorting. A amplificacdo ocorreu de forma
gradativa (placa 24 pocos, placa 12 pocos, placa 6 pocos, garrafa A25 cm?, garrafa
A75 cm? e garrafa A150 cm?), em monocamada de células BHK-21, com confluéncia
satisfatoria (80-90%), em meio DMEM 25% de soro fetal bovino, com
aproximadamente 24h de infeccéo.

A coluna de fotos a esquerda (Al, B1l, C1 e D1) representa a amplificacdo
viral com apenas uma rodada de Cell sorting. A coluna de fotos a direita (A2, B2, C2
e D2) representa a amplificacéo viral apds duas rodadas de Cell sorting.

No lado esquerdo da figura estdo representadas as fases de amplificacédo
gradativa para cada uma das figuras: placa 24 pocos (Al e A2), placa 12 pocos (B1
e B2), placa 6 pocos (C1 e C2) e garrafa A25 cm2 (D1 e D2).

Na amplificacdo gradativa submetida a apenas uma rodada de Cell sorting
(coluna a esquerda), € possivel observar que com a progressdo de amplificacéo
(fotos Al, B1, C1 e D1, respectivamente) a intensidade de fluorescéncia diminui até
quase desaparecer por completo. Isto sugeriu que ainda havia uma consideravel
quantidade de virus MVA-WT interferindo negativamente na viabilidade dos virus
recombinantes e consequentemente, na expressao da proteina hACE2. Ou seja, hdo
houve uma amplificacéo eficiente com apenas uma rodada de Cell sorting.

Na amplificacdo gradativa submetida a apenas uma rodada de Cell sorting
(coluna a direita), é possivel observar que com a progressao de amplificacao (fotos
A2, B2, C2 e D2, respectivamente) a intensidade de fluorescéncia aumenta,
indicando uma amplificacao eficiente e robusta de rMVA-hACE2 com duas rodadas
de Cell sorting.

Apbés a selecdo dos clones de interesse estes foram amplificados e
purificados conforme metodologia descrita anteriormente. Unidades formadoras de
placa (PFU) foram determinadas para os estoques de virus em células BHK-21
infectadas em duplicata com o rMVA-hACE2, em diluicbes seriadas de 10 vezes. O
célculo do titulo do virus pode ser medido na diluicdo 107, resultando em um titulo
final de 3,36 x 10"
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Figura 20. Amplificagdo gradativa de virus recombinantes (rMVA-hACE2) em cultura de células
BHK-21. Progresséo e eficiéncia de amplificagdo (antes do 2° Cell sorting x apés 2° Cell sorting. A
coluna de fotos a esquerda (Al, B1, C1l e D1) representa a amplificacdo viral com apenas uma
rodada de Cell sorting (como escrito no topo da coluna, parte superior esquerda da figura). A coluna
de fotos a direita (A2, B2, C2 e D2) representa a amplificacdo viral apds duas rodadas de Cell sorting
(como escrito no topo da coluna, parte superior direita da figura). No lado esquerdo da figura estéo
representadas as fases de amplificacdo gradativa para cada uma das figuras: placa 24 well (Al e A2),
placa 12 well (B1 e B2), placa de 6 pocos (C1l e C2) e garrafa A25 cm2 (D1 e D2). Fotos sob
microscopia de fluorescéncia e aumento 400x.
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6.2 Confirmacédo da expresséo da proteina hACE2

Para a confirmacdo da expressdo da proteina hACE2 pelo virus
recombinante, rMVA-hACE2 foi realizada a técnica de citometria de fluxo, que
confirmou com éxito sua expressao.

A marcacdo da proteina foi feita com um anticorpo anti-ace2 [EPR4435]
(anticorpo priméario) de coelho (1:1000) e um anticorpo anti-lgG de coelho [anti-rabbit
DNK pAb to Rb 1gG] (anticorpo secundéario) (1:100) contendo o fluoroforo ficoeritrina
(PE).

No primeiro grafico abaixo (figura 21.A), representativo da estratégia de
gating, foi possivel observar a expressdo da proteina em todos os subconjuntos
avaliados (baixo médio e alto). A expressao foi similar em todos os subconjuntos de
células, mesmo sendo esperado que exista certa diferenca de expressao porque, ja
gue estima-se que sdo células em diferentes etapas do ciclo celular que foram
separadas por tamanho e granulosidade.

No segundo grafico (figura 21.B), histograma demonstrando a porcentagem
de células BHK-21 PE+ em GFP+ (eixo Y) em cada um dos subconjuntos (eixo X), é
possivel observar que a expressdo de proteina de GFP e a expressdo da proteina

ACE2 foi confirmada por citometria em comparacdo com o controle MVA-GFP.
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Figura 21. Andlise da expressao da proteina ACE2 pelo vetor MVA recombinante.

A) Gréfico representativo da estratégia de gating (acima). Subconjuntos baixo (subset low), médio
(subset medium) e alto (subset high) de acordo com o tamanho (FSC) e granulosidade da célula
(SSC). B) Histograma (abaixo) demonstrando a porcentagem de células BHK-21 PE+ em GFP+ (eixo
Y) em cada um dos subconjuntos (eixo X) - Em preto: Virus MVA-ACE2/Clone 2; Em branco: Controle
MVA-GFPc. Proteina ACE2 marcada com anti-ACE2 [EPR4435(2)] ab108252 (primario) e anti-rabbit
DNK pAb to Rb IgG (PE). (secundario).
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7 DISCUSSAO

O potencial pandémico do SARS-CoV-2, causador da COVID-19, permanece
e 0 virus continua emergindo e adquirindo mutacdes que resultam no surgimento de
multiplas variantes, acima de tudo, as VOCs; as quais dentre outros aspectos podem
estar associadas a uma maior transmissibilidade e viruléncia. Sendo assim, e diante
do impacto global e continuado da COVID-19, a pesquisa sobre esta doenca ocorre
em um ritmo acelerado, e ainda hd um grande numero de questbes a serem
respondidas: incluindo a origem do virus, a razéo de sua elevada transmissibilidade,
mecanismos subjacentes ao seu amplo espectro de manifestacdes clinicas, dentre
outras (CHU, CHAN e YUEN, 2022).

Dessa forma, o presente estudo consistiu na constru¢cdo de um virus Vaccinia
Ankara Modificado (MVA) recombinante expressando a enzima conversora de
angiotensina 1l humana (hACE2) para a criagdo de um modelo de infecgéo
experimental para o SARS-CoV-2.

A molécula de escolha, hACE2, atua como um receptor para o virus na etapa
de adsorcao do seu ciclo de multiplicagdo. O dominio de ligagdo do receptor (RBD)
da proteina S viral de SARS-CoV e SARS-CoV-2 interage com a hACE2 permitindo
a penetracdo do virus na célula alvo (YUAN et al, 2020).

Os camundongos ndo sdo naturalmente suscetiveis a infeccdo prototipica por
SARS-CoV-2, devido as substituicdes de aminoacidos que estao presentes na ACE2
do camundongo (MACE2) em comparacdo com a hACE2 na interface de ligagao
ACE2-spike (CHU, CHAN e YUEN, 2022). Ou seja, mACE2 nédo sensibiliza as
células para infeccao do virus (SUN et al, 2020; ZHOU et al, 2020). Nesse sentido,
0s camundongos podem ser sensibilizados a infeccdo por SARS-CoV-2 a partir da
introducdo da expressdo de hACE2 através de estratégias transgénicas, knock-in,
transducdo de vetor viral ou adaptacdo de virus (BAO et al, 2020; HASSAN et al,
2020; SUN et al, 2020; SUN et al, 2020; WINKLER et al, 2020; WANG et al, 2020;
HUANG et al, 2021; ZHANG et al, 2021; DONG et al, 2022).

Entre esses modelos, o0 modelo K18-hACE2 — originalmente construido para
avaliagcdo in vivo de SARS-CoV — é atualmente um dos modelos de camundongos
mais usados para investigacfes de SARS-CoV-2 devido a sua disponibilidade. Nos
camundongos K18-hACE2, a expressdo de hACE2 é conduzida pelo gene 18 da
citoqueratina humana para expressdo de alto nivel hACE2 em células epiteliais
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(MCCRAY et al, 2007). Ainda, é importante ressaltar que K18-hACE2 e outros
camundongos transgénicos hACE2 sao usados para comparar a patogenicidade de
diferentes variantes de SARS-CoV-2 (CHU, CHAN e YUEN, 2022).

A tecnologia knock-in CRISPR/Cas9 também foi utilizada para gerar
camundongos suscetiveis a infec¢do por SARS-CoV-2 resultando em camundongos
hACE2 com multiplica¢des virais robustas em 6rgdos do pulmao, traqueia e cérebro
(SUN et al, 2020; YE et al, 2021).

Embora as metodologias de transgenia e knock-in tenham gerado modelos
experimentais Uteis, essas técnicas apresentam desvantagens. Por exemplo, varios
modelos de camundongos transgénicos podem oferecer suporte a medi¢cdes de
sobrevivéncia, mas a expressdo ectépica de hACE2 resulta em nivel e localizacdo
alterados do receptor (SHUAI et al, 2021). Além disso, um tempo demasiadamente
longo (meses a anos) pode ser necessario para desenvolver e criar nameros
suficientes de camundongos hACE2-transgénicos ou hACE2-knockin. Periodos de
tempo superiores sdo necessarios para cruzar e modificar geneticamente esses
camundongos para estudar a patogénese da COVID-19 (SUN et al, 2020).

No tocante a sensibilizacdo de camundongos por transducdo de vetor,
sistemas baseados em vetores de adenovirus podem ser usados para inserir
receptores humanos em genomas de camundongos e tém sido relatados como
valiosas ferramentas para uso com camundongos ja deficientes em fatores ou
transgénicos (JOHANSEN et al, 2020). Essa abordagem, em comparacdo com as
duas anteriores, é mais vantajosa uma vez que € rapida (permite a geracdo de um
modelo murino facilmente reproduzivel em 2-3 semanas) e eficiente, jA que permite
a sensibilizacdo de todas as cepas de camundongos e todos os camundongos
geneticamente modificados (SUN et al, 2020).

O MERS-CoV, assim como o SARS-CoV-2 néo infecta naturalmente
camundongos. Assim, foram utilizados vetores de adenovirus com defeito de
multiplicacdo para fornecer o receptor humano utilizado pelo virus, dipeptidil
peptidase-4 (hDDP4) em camundongos WT, tornando-os suscetiveis a infec¢do por
MERS-CoV (ZHAO et al, 2014).

Sun e colaboradores (2020) desenvolveram um modelo de infecgdo eficiente
para a patogénese, vacinacdo e tratamento da COVID-19 pela entrega heteréloga
da hACE2 com um adenovirus deficiente em multiplicagdo (Ad5-hACE2). Os

camundongos sensibilizados com o Ad5-hACE2 permitiram avaliagOes rapidas de
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uma vacina candidata, de plasma convalescente humano e de duas terapias
antivirais (poli I:C e Remdesivir). Adicionalmente e consistente com os resultados de
Sun e colaboradores, o grupo de pesquisa de Hassan e colaboradores (2020)
também transduziram analogamente camundongos com Ad5-hACE2 e geraram com
sucesso um modelo de infeccdo e de doencga pulmonar para SARS-CoV-2 (HASSAN
et al, 2020).

Entretanto, os camundongos transduzidos com Ad5-hACE2 apresentaram
algumas limitacdes. Isto porque, dentre outras questdes ndo desenvolveram a forma
grave da doenga e também ndo desenvolveram as manifestages extrapulmonares
da doenca. Estudos de patogénese, acima de tudo a Sindrome do Desconforto
Respiratorio Agudo (SDRA), exigirdo o desenvolvimento de modelos de infeccdo que
incluam COVID-19 leve e grave (SUN et al, 2020).

Diante das vantagens e limitagcbes dos camundongos transduzidos com Ad5-
hACE2 se faz necesséario o aprimoramento da técnica de introdu¢cdo de hACE2 por
transducdo de vetor. Portanto, a plataforma de virus MVAs recombinantes se
apresenta como uma alternativa promissora, dada a versatilidade desses virus.

A expressdo de proteinas utilizando Vaccinia virus recombinantes como
plataforma tem sido largamente utilizada para expressar genes heter6logos em
células de mamiferos, onde modificagcbes pos-traducionais, como a glicosilacao,
podem ocorrer e levar ao dobramento correto das proteinas exdégenas (MOSS e
EARL, 2001; BLECKWENN et al, 2003). Essa tecnologia estd em uso desde 1984
(MACKETT et al, 1984) e comprovou ser uma abordagem refinada e segura para
expressao de proteinas heterdlogas (MOSS, 1996; TERAJIMA et al, 2002).

No presente estudo, para a sintese do virus recombinante (rMVA-hACE?2), foi
utiizado o método da recombinacdo homologa utilizando-se um vetor de
transferéncia em células infectadas por um virus parental; nesse caso, o MVA-WT.
Nesse aspecto, tradicionalmente, a sintese de MVAs recombinantes tém sido
fundamentada nesse meétodo baseado em marcadores (DREXLER, STAIB e
SUTTER, 2004; WANG et al, 2010). Basicamente, um vetor de transferéncia abriga
0 gene de interesse juntamente com um gene reporter inseridos a jusante de um
promotor. Em células infectadas com o virus selvagem, o gene reporter e o0 gene de
interesse s&o introduzidos no genoma do virus por recombinagcdo homdloga
(KUGLER et al, 2019). Sendo assim, a presenca de fluorescéncia indica o sucesso
do processo (WELSH e KAY, 1997; POPQV et al, 2009).
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Como vetor de transferéncia do virus MVA-WT foi utilizado o plasmideo
pLW44 contendo o gene repoérter da proteina verde fluorescente (Green
Fluorescence Protein [GFP]) e o gene de interesse (hACE2). Nosso grupo ja
demonstrou que a expressao de GFP em modelo murino, a partir do vetor MVA, nao
causa nenhum efeito inflamatoério ou patogénico indesejavel (DAIAN e SILVA et al,
2019). Esse plasmideo pLW44 possui um sitio de clonagem a jusante do promotor
viral H5 modificado (mH5). Este € um forte promotor do virus Vaccinia que
superexpressa antigenos em doses altas durante a fase inicial e tardia da infeccao
viral. Ou seja, a expressao do gene de interesse ocorre durante todo o ciclo infectivo
do virus, como relatado por Kugler e colaboradores (2019). Além disso, esse
promotor melhora a estabilidade dos genes de insercdo durante passagens
estendidas quando comparado com alguns outros promotores fortes, como pSyn |
ou Il (WANG et al, 2010).

A construcdo do virus recombinante iniciou-se com o processo de transfeccao
do plasmideo recombinante em células infectadas com o MVA selvagem e/ou
parental (MVA-WT). Para a manipulacdo in vitro foram utilizadas as células de
linhagem continua Baby Hamster Kidney (BHK-21), sendo estas suscetiveis e
permissivas a multiplicagdo do MVA, assim como, as células de cultivo primario,
Chicken Embryo Fibroblasts (CEF), como relatado por Meiser e colaboradores
(2003). Da mesma maneira, Oliveira (2019) demonstrou similar eficiéncia de
multiplicagdo em CEF’'s e em BHK-21 na construcdo de MVAs recombinantes
expressando a proteina E de Dengue virus. Tal fato é de grande valia uma vez que
as células de cultivo primario apresentam uma producéo trabalhosa, onerosa e sédo
mais suscetiveis a contaminacdo, problema de alta complexidade no contexto de
uma pandemia.

A simples expressdo de GFP sugeriu diferenciar os virus recombinantes
(rMVA-hACE2) dos virus selvagens remanescentes (MVA-WT), como também
relatado por Popov e colaboradores (2009); jA que o MVA néo forma placas de lise
em cultivos celulares (EARL e MOSS, 1991); sendo esta a técnica inicialmente de
escolha para a triagem dos clones recombinantes.

ApoOs a transfecgao, os clones recombinantes foram selecionados através do
método de purificagdo em placa, sendo a triagem dos clones de interesse realizada
por meio de microscopia de fluorescéncia, e posteriormente por Cell sorting. Nesse

aspecto, a selecdo em placa tem sido relatada como um dos pontos mais criticos na
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construcdo de rMVAs uma vez que a taxa de recombinagcdo homadloga € considerada
baixa (SANCHEZ-PUIG e BLACO, 2005) o que torna a recuperacdo de clones
recombinantes uma etapa demorada e enfadonha que envolve muitas rodadas de
selecdo (BARBIERI et al, 2018; KUGLER et al, 2019; ANTOSHKINA et al, 2022).

Sendo assim, a geracao de MVAs recombinantes vem sendo aperfeicoada e
diversas metodologias alternativas e/ou auxiliares tém sido projetadas e propostas
(MACCKETT et al, 1984; FALKNER e MOSS, 1988; SUTTER et al, 1994; STAIB et
al, 2000; HORNEMANN et al, 2003; STAIB et al, 2003; STAIB et al , 2004; HOLZER
et al, 2005; BARBIERI et al, 2018; KUGLER et al, 2019; ANTOSHKINA et al, 2022).
Uma destas abordagens de triagem de alto rendimento consiste na citometria de
fluxo usando GFP que eleva extensivamente o numero total de células rastreadas.
Através desta metodologia milhdes de células sdo analisadas ao mesmo tempo e
células, bem como, subpopula¢des com diferentes niveis de expressdo podem ser
separadas (YANG et al, 2012).

Dessa maneira, o Cell sorting foi testado e verificado como método auxiliar
para a selecdo dos clones rMVA-hACE2. O uso da metodologia resultou em uma
recuperacdo de clones recombinantes nove vezes superior aquela alcancada
apenas com o método baseado em marcadores. Similarmente, Raigani e
colaboradores (2022) similarmente relataram uma recuperagdo de 33 clones de
células recombinantes expressando um novo ativador de plasminogénio tecidual
quimérico mutante, ap0s aplicacdo da técnica de citometria para rastrear células de
maior producdo e com propriedades de crescimento aprimoradas (RAIGANI et al,
2022).

A citometria também foi aplicada por Di Lullo e colaboradores (2010) e o
método descrito foi considerado confidvel e rapido, jA& que segundo o0s
pesquisadores reduziu consideravelmente o tempo de producéo do virus. O mesmo
resultado foi alcangado em estudo desenvolvido por Popov e colaboradores (2009) o
qual utilizou a proteina GFP como marcador de selecdo para isolar células
portadoras de virus recombinantes e as selecionou por citometria de fluxo, reduzindo
substancialmente o tempo de obtencdo de virus recombinantes. Portanto, a
citometria usando GFP ou outros marcadores pode ser usada com eficiéncia para
isolamento rapido das células desejadas (RAIGANI et al, 2022). Esses achados

estdo de acordo com os resultados obtidos no presente estudo, uma vez que, apés o
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emprego do Cell sorting apenas duas purificacdes em placa foram necessarias para
obtencgé&o de virus rMVA-hACE2 amplificados.

Ainda, Kugler e colaboradores (2019) relatou um tempo de infeccéo entre 48-
72 horas para a selecdo de clones recombinantes. Esse dado é particularmente
importante, uma vez, que para 0 presente estudo 0 mesmo tempo impactou
positivamente na robustez dos clones coletados, que por sua vez apresentaram
maior aptidao para seguir nas passagens seriadas.

Para avaliacdo da expressdo da proteina, ACE2, pelo rMVA-hACE2 foi
utilizada a citometria de fluxo. Nesse contexto, embora tradicionalmente o Western
Blotting seja empregado como um método eficaz e padrdo para a verificagdo da
expressdo de proteinas em construcdes de virus recombinantes, a citometria de
fluxo tem se mostrado uma técnica igualmente eficiente e ainda mais robusta na
identificacéo de tipos de celulares usando marcadores fenotipicos especificos.

Comparagfes quantitativas quanto aos niveis relativos das proteinas medidos
pelos dois métodos apresentaram excelente concordancia. Além disso, a citometria
de fluxo demonstra maior reprodutibilidade em comparagdo com o Western blotting,
0 que corrobora o fato de que ambas as metodologias séo eficientes para
confirmacéo e quantificacdo de proteinas (HE e FOX, 1996).
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8 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que:
e A construcdo do virus rMVA-hACE2 ocorreu de forma eficiente e
segura.
e A metodologia de selecdo clonal por Cell sorting se mostrou vantajosa
em relacdo ao tradicional método de purificacdo de placa, levando a
uma rapida obtencédo de clones mais robustos robustos.
e A metodologia de citometria de fluxo se mostrou muito eficiente para
avaliacao da expresséao da proteina in vitro.
e O titulo viral obtido foi considerado satisfatério para resultados futuros.
Os dados apresentados sugerem que embora a geracdo de MVAs
recombinantes baseada em sistemas tradicionais seja robusto, o emprego de
técnicas substitutivas e/ou auxiliares que possibilitem celeridade, refinamento e
industrializagdo do processo se faz necessario.
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PERSPECTIVAS

e Confirmar a presenca do cDNA de hACE2 através de PCR e
sequenciamento com iniciadores especificos.

e Detectar a expressdo de hACE?2 através de Western Blot.

e Construir um modelo de infeccdo experimental para SARS-CoV-2
utilizando o construto de rMVA-hACE2, segundo protocolo descrito por
WONG e colaboradores (2020).

e Avaliar a construcdo do modelo de infeccdo experimental baseado no
virus de MVA.
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11 GLOSSARIO

Clone robusto: Aglomerado de células infectadas com virus recombinantes (verde

fluorescente). Quanto maior é a quantidade de céulas infectadas, mais robusto e
puro é o clone (com pouco ou nenhum resquicio de virus parental); e
consequentemente, mais eficaz € a sua expressao. A robustez pode ser visualizada

por um aumento na intensidade de fluorescéncia.



