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OS VIRUS INFLUENZA A

»  Virus envelopado de forma esférica ou filamentosa.

* Duas glicoproteinas estdo presentes na superficie da
particula viral: a hemaglutinina e a neuraminidase.

« A HA e a NA sdo os principais determinantes
antigénicos e o0s principais alvos dos anticorpos

neutralizantes.

*  Os virus influenza do tipo A se dividem em diferentes
subtipos.

« Jaforam identificados 18 tipos de HA e 11 tipos de NA

o *+ O genoma viral é constituido de 8 segmentos de RNA
fita simples e polaridade negativa (ARNv).




UM VIRUS EM CONSTANTE EVOLUCAO
DERIVA ANTIGENICA

Influenza: Antigenic Drift » Modificacdes genéticas em virus de um
mesmo subtipo.

» Ocasionadas por mutag¢des puntuais nos
* genes da hemaglutinina e da
neuraminidase.

Resultam em modificagdes antigénicas.

A/England/72
AlTexas/77

AlPhilippines/82 » Os anticorpos gerados por infecgdes
A/Hong Kong/68 A/Beijing/89
Hanz AIIHB/94 prévias ou pela vacinacédo conferem
A/Sydney/97
g R AlPanama/o9 protecao incompleta.
A/England/80
AlChile/83 :é: . . .
AIURSS(1077 - . .Podem ocasionar epidemias de
AlSingapore/86 influenza.
A/Bayern/95
A/New Caledonia/99
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UM VIRUS EM CONSTANTE EVOLU(;AO
REARRANJO GENICO
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A TRASMISSAO INTER-ESPECIES E AAMEACA
DO APARECIMENTO DE VIRUS PANDEMICOS




A ASCENCAO DO VIRUS INFLUENZA H7N9

Avian Influenza A Virus
(H7N9)
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O IMPACTO DA GRIPE SAZONAL

A gripe sazonal atinge entre 25-50 milh6es de pessoas por ano, somente nos Estados Unidos.
Resulta em cerca de 150.000 hospitalizacbes por ano nos EUA.

Causa entre 30-40 mil mortes por ano nos EUA P
No mundo estima-se:

* 1 bilh&o de casos de gripe sazonal por ano.

+ 3-5 milhdes de casos de gripe severa

« 300-500 mil mortes por ano B

Em paises em desenvolvimento, a gripe atinge anualmente cerca de 10-20% da populacao.
A gripe resulta em importante impacto sécio-econémico (internagdes, atendimento
ambulatorial, absenteismo no trabalho).

As manifestacbes mais graves normalment e atingem as criancas muito novas, idosos e

pacientes com determinadas doencas cronicas.

FONTE: http://www.who.int/immunization/topics/influenza/en/index.htmi



PANDEMIAS DE GRIPES NO SECULO XX
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IMPACTO DE UMA PANDEMIA DE INFLUENZA

Possiveis impactos econémicos de uma pandemia de influenza

Branda Moderada Grave
% de queda do PIB

Mundial -0,7 -2,0 -4.8
Alta Renda -0,7 -2,0 -4,7
Em desenvolvimento -0,6 -2,1 -5,3
Asia do leste -0,8 -3,5 -8,7
Europa e Asia Central 2,1 -4.8 9,9
Oriente Médio e Africa do Norte -0,7 -2,8 -7,0
Sul da Asia -0,6 2,1 -4,9
Mortes (milhdes) 1,4 14,2 71,1

Fonte: Banco Mundial. Calculos baseados em McKibbin & Sidorenko (2006)

Custo global da pandemia: cerca de 1,5 a 3 trilhdes de ddlares.



VACINAS CONTRA O VIRUS INFLUENZA

* Vacinas trivalentes: influenza A (H1IN1 e H3N2) e influenza B.

 Vacinas com virus inativados.

« Administradas por via intramuscular.

* Virus inteiro
» Vacina subunitarias:

» Vacinas com particulas rompidas
» Vacinas com antigenos purificados

. Vacinas com virus atenuados
. Administradas por via intranasal.

+ Cepa Maasab (genes internos A/Arbor/66
proteinas de superficie da cepa circulante).

» CepaAlLeningrad/73




A GENETICA REVERSA DO VIRUS INFLUENZA
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UMA FERRAMENTA PODEROSA

Aplicacdes da genética reversa:

Estudos de determinantes moleculares
de atenuacéao e viruléncia do virus influenza

Paleovirologia

Desenvolvimento de vacinas contra a gripe
sazonal

Desenvolvimento de vacinas contra a gripe
pandémica

Desenvolvimento de vetores virais influenza

Virus influenza da pandemiia
gerado por genética reversa




DESENVOLVIMENTO DE VACINAS CONTRA A
GRIPE SAZONAL



GENETICA REVERSA PARA A PRODUCAO DE VACINAS
CONTRA A GRIPE SAZONAL

Introducdo de mutagdes puntuais que aumentem
a multiplicagdo dos virus recombinantes em células

Vetor bi-direcional em leveduras

Clonagem de gene e insercdo de mutacdes
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Resultados — Dra Laura Gil CPgAM



DESENVOLVIMENTO DE VACINAS CONTRA A
VIRUS INFLUENZA PANDEMICOS



VANTAGENS DA GENETICA REVERSA NA PRODUCAO DE
VACINAS CONTRA VIRUS INFLUENZA PANDEMICOS

Eliminacédo da necessidade de se manipular cepas altamente patogénicas do virus .

Possibilidade se introduzir modificacbes no genoma viral capazes de conferir atenuacéao.

Abordagem racional para o desenvolvimento de uma vacina, eliminando assim os possiveis
rearranjos nao desejados.

Eliminacdo da contaminacédo com virus selvagem.

Possibilidade de se eliminar os ovos embrionados para a producao de vacinas.

Maior rapidez para o desenvolvimento e producao da vacina.

Ex: Desenvolvimento de vacina para o virus H5N1
Vacina inativada obtido pelo método tradicional - apos o isolamento do virus
Vacina inativada obtida por genética reversa - apos o isolamento do virus

Adaptado de Wood & Robertson 2004, Nature Rev. Microb., 2,842



VACINAS CONTRA VIRUS INFLUENZA PRODUZIDAS
POR GENETICA REVERSA

Table 1. Regulatory status of major manufacturers’ protopype
pandemic vaccine.

HIM2 and H2ZN2

H5M1
1ole plus alum)

HS5N1
{split plus AS03)

26 September 2013

Candidate vaccine Type of virus or Developing Available
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oo nsn | MBRG2ST_
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proval
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Palache e Krause., 2009, Expert \er. Vaccines Fonte: OMS



PROJETO VACINA INFLUENZA PANDEMICA FIOCRUZ

« OBJETIVO:

*Estabelecer a tecnologia para a producéo de virus
influenza pandémicos em cultura de células utilizando a

técnica de genética reversa.

» Parceria entre Centro de Pesquisas René Rachou
(FIOCRUZ-MG), Instituto Aggeu Magalhaes (FIOCRUZ-
PE), Instituto Oswaldo Cruz, Biomanguinhos (FIOCRUZ-
RJ).




GENETICA REVERSA PARA O DESENVOLVIMENTO
DE VACINA CONTRA A GRIPE PANDEMICA

PR8



BIOLOGIA SINTETICA PARA A CONSTRUCAO DE
VIRUS INFLUENZA RECOMBINANTES
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Plasmideo com
a sequéncia da RNA poll hum.

PCR1
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—_— —
P rimer 1 primer 8

primer 1 RT-PCR1 rimer

primer 2
c¢DNA pPOLI Hum.

PLASMIDEO PRODUTO DE
PCR

Chenetal., PLoS One. 2012;7(9):e46378

 Esta estratégia permite a constru¢ao de um virus influenza recombinante em menos de 48 apos a
recepcao da amostra viral.

 Estratégia para rapida introducéo de mutacées no genoma viral.



DESENVOLVIMENTO VIRUS INFLUENZA
RECOMBINANTES



VIRUS RECOMBINANTES EXPRESSANDO O ANTIGENO
SAG 2 COMO VACINAS PARA TOXOPLASMOSE
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INFECCAO EXPERIMENTAL DOS ANIMAIS IMUNIZADOS
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RECOMBINANT VIRUSES AS VACCINES AGAINST
CHAGAS DISEASE

C3H/He

.
]
o
b=
+
=]
[a]
(]
<
o
-
x
Q
+
8

0
Prime Flu-M-ASP2  ---//--- Ad-ASP2

Boost  Ad-ASP2 Ad-ASP2 Ad-ASP2

% of effector CD8+ T cells in mice immunized with recombinant viruses
o CD8+ T cell Dex. Neg. % CD8+ T cell Dex. Pos.
Immun. Protocol % total CD8+ T cell Dex. Neg. CD107+ IF Ny TNFo % total CD8+ T cell Dex. Pos. CD107+ IF Ny TNFo
Flu-ASP2 + Ad-ASP2 895 99 6.1 10.5 21 13 08
+ Ad-ASP2 97 7 51 3.2 23 0.5 04 03
Ad-ASP2 + Ad-ASP2 98.5 115 87 15 06 04 03
Non infected 993 1.1 . 02 07 02 0.0 0.0




RECOMBINANT VIRUSES AS VACCINES AGAINST
CHAGAS DISEASE
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EM BUSCA DE UM VETOR VIRAL EFICAZ E SEGURO

Fuji et al., 2003

FLU-CT FLU-RFP



pfu/g of lung

RECOMBINANT VIRUSES FITNESS IN MICE

10000000 -+
1000000 -
100000 -
10000 -
1000 +

100

10

1 ®

MOCK PR8 del NA PR8 delNA PR8 del NA

Day 1

Day 4 Day 7

Bronchoalveolar Lavage Fluid

>

IFN-¢

8 & &

Picogrames/m|
8

B.

Picogrames/ml|

1 7

Days after virus inoculation

MCP-1

§

Picogrames/ml

1 4 7
Days after virus inoculation

o

Picogrames/m|

3 0§ 3

8

TNF-a

1
Days after virus inoculation

IL-6 O mocK
O vNA-A

Days after virus inoculation

Pathology score

[ MocK
O vNA-A
M PR3

D1 D4 D7 D1 D4 D7
Days post intranasal instillation

Day 4

o >

&

DI D4 D7
Days post intranasal instillation




RECOMBINANT VIRUSES FITNESS IN MICE
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Aplicacgdes: virus influenza recombinantes carreando antigenos de outros patdégenos: T. cruzi , circovirus suino.
virus influenza recombinantes carreando citocinas e quimiocinas
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