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Flaviviridae 
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Flaviviridae: Pestivirus 

§  Defeitos congênitos: 100-180 dias de 
gestação 
–  SNC: hipoplasia cerebelar, hidrocefalia, 

hipomielinização; 
–  Defeitos oculares: atrofia ou displasia retinal, 

catarata, microftalmia, neurite óptica; 
–  Outros: hipoplasia do timo, hipoplasia pulmonar, 

alopecia/hipotricose, artrogripose, osteogênese 
imperfeita e retardo no crescimento. 

§  Pesquisas com ZIKV. 

Goyal & Ridpath, 2005 



Genética Reversa Viral 

§  É a principal ferramenta da virologia 
molecular!!! 

–  Manipulação do genoma viral 
•  Replicação; 
•  Função de proteínas virais; 

•  Estudos imunopatogênicos; 

•  Expressão de genes heterólogos; 

•  Desenvolvimento de ferramentas para 
triagem de antivirais; 

•  Desenvolvimento de vacinas: atenuadas ou 
quiméricas. 



O sistema de genética reversa é uma poderosa ferramenta 
que permite a direta manipulação do genoma viral clonado 

genoma viral 

cDNA Genoma viral 

Clone infeccioso 

Partículas virais 

RNA (+) 

Geração de partículas virais infecciosas a partir do 
genoma viral clonado, clone Infeccioso. 



Uma das principais dificuldades no estabelecimento de 
um sistema de genética reversa para flavivírus é a 

instabilidade do cDNA clonado do genoma viral  
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YFV-YFP-DENV1linker 

YFV-GLuc 

Vírus da febre amarela (YFV) 
repórteres 

 



Quimeras de YFV-17D 
 

Genes estruturais  Genes Não-estruturais 5’ UTR 3’ UTR 

Envelope viral (Proteínas M e E de outro flavivírus) 

Nucleocapsídeo (RNA viral + proteína C) do YFV-17D 

prM NS1 E C 2a NS3 2b 4a 4b NS5 

prM NS1 E C 2a NS3 2b 4a 4b NS5 YFV-17D 

Quimera 

Quimeras de YFV: DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4, SLEV, ILHV, Rocio, WNV (2 tipos) 
 - Vacinas e diagnóstico (NB2)  



Replicons: RNAs auto replicativos 

Genes estruturais  Genes Não-estruturais 5’ UTR 3’ UTR 

Envelope viral (Proteínas M e E) 

Nucleocapsídeo (RNA viral + proteína C) 

prM NS1 E C 2a NS3 2b 4a 4b NS5 YFV-17D 

NS1 C 2a NS3 2b 4a 4b NS5 replicon YFV 



Linhagem celular  
BHK-21-repYFV17D-LucNeoIres 

Imunofluorescência da linhagem BHK21-repYFV-LucNeoIRES  
resistente de Geneticina. Anticorpo policlonal anti-flavivírus 

Núcleo 

IFN-α 



Triagem	
  de	
  5200	
  extratos	
  Naturais	
  
§  Coleção de extratos naturais do CPqRR-Fiocruz; 
§  Identificação de 83 extratos naturais com atividade antiviral para o YFV 

e dengue em cultivo celular. 

Porcentagem de  
Inibição da 

Infecção	
  

YFV 
 

 DENV2 
 

61 a 70%	
   -	
   2	
  

71 a 80% 	
   4	
   4	
  

81 a 90 %	
   7	
   2	
  

Acima de 91 % 
(IFN)	
  

72 (87%) 
 

75 (90%) 
 

Total 83 83 

v Replicação do genoma viral 



Sistema de genética 
reversa do ZIKV 

§  Desenvolvimento:  
•  ZIKV PE243/2015 (Dra. Marli T. Cordeiro) 

•  Clonagem por recombinação homóloga em 
levedura 

C prM E NS1 NS2a NS2b NS3 NS4a NS4b NS5 5’ 3’ 

RT-PCR 

1 3485 

10794 8000 

3017 6078 

5668 8152 

Overlapping cDNA fragments 

3 kb è 

1     2     3     4 



Sistema de genética 
reversa do ZIKV 

§  Clonagem do genoma completo; 
§  Recuperação da partícula viral. 

10,7 kb è 

PCR do genoma completo do ZIKV 



Sistema de genética 
reversa do ZIKV 

§  Clone infeccioso da cepa africana 
ARB13565 (1976, Aedes Africanus) 

C prM E NS1 NS2a NS2b NS3 NS4a NS4b NS5 5’ 3’ 

Cepa ARB 13565 (1976, Aedes africanus) 

PLoS, v.6, e1477, 2012 



Sistema de genética reversa do 
ZIKV 

Genes estruturais  Genes Não-estruturais 5’ UTR 3’ UTR 

prM NS1 E C 2a NS3 2b 4a 4b NS5 FA 

Secretada RNA Polimerase 

Protease serina 
Helicase 
NTPase 

Replicação e evasão da resposta imune inata 

Envelope viral (Proteínas M e E) 
E: tropismo, ligação ao receptor, anticorpos 
neutralizantes 
 

Nucleocapsídeo (RNA viral + proteína C) 



Aplicações e perspectivas 

§  Biologia molecular do vírus, competência 
vetorial e patogenia 
–  Comparar ≠ ZIKV: Africana x Asiática. 

•  Replicação e tropismo in vitro; 
»  Células de mamíferos e inseto. 

•  Replicação no mosquito; 

•  Estudo de neurovirulência em animais; 
–  Camundongos, embrião de galinha e zebrafish; 

»  Laboratório Nacional de Biociências, Campinas – SP. 



Aplicações e perspectivas 
§  Asiática ≠Africana:  

•  Neurovirulência e replicação. 

§  Construção de quimeras e mutantes; 
§  Quimeras com outros flavivírus. 

 
Genes estruturais  Genes Não-estruturais 5’ UTR 3’ UTR 

prM NS1 E C 2a NS3 2b 4a 4b NS5 

prM NS1 E C 2a NS3 2b 4a 4b NS5 

prM NS1 E C 2a NS3 2b 4a 4b NS5 

prM NS1 E C 2a NS3 2b 4a 4b NS5 



prM NS1 E C 2a NS3 2b 4a 4b NS5 

prM NS1 E C 2a NS3 2b 4a 4b NS5 
YFV-17D 

YFV-ZIKV-prM-E 

prM NS1 E C 2a NS3 2b 4a 4b NS5 
YFV-ZIKV-prM-E-NS1 

Desenvolvimento de Vacina 

§  Vacina quimérica: YFV-17D e ZIKV 

v  Vacina de Dengue: Sanofi Pasteur 

v  Bio-Manguinhos 
    Fiocruz-RJ 



Aplicações e perspectivas 

§  Desenvolvimento de vírus repórteres 

§  Aplicações: 
–  Patogenia e replicação viral: 

–  In vivo ou in vitro; 

–  Competência vetorial; 
–  Outras… 

 



Replicons Bicistrônicos repórteres 

§  Aplicações 
–  Pesquisa de antivirais; 

–  Estudo da biologia molecular do ZIKV; 

–  Evasão do sistema imune; 

–  Outras… 
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