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“’Always pass on what you have learned.’’

- Master Yoda




Resumo

Os arbovirus sdo virus que necessitam de um vetor artropode para serem transmitidos.
Entre eles, estdo o Chikungunya virus (CHIKV) e o Mayaro virus (MAYYV), dois integrantes
do género Alphavirus, familia Togaviridae. Ambos sdo arbovirus artritogénicos que
apresentam genoma de RNA fita simples senso positivo de aproximados 12kb. O CHIKV é
amplamente distribuido e, apesar de ja ter causado graves epidemias no Brasil, h4 poucos
isolados brasileiros com genoma completo sequenciado. Por outro lado, 0 MAYYV possui
distribuicdo quase restrita & América do Sul, sendo um virus historicamente negligenciado.
Apesar de ser transmitido principalmente por Haemagogus spp., 0 MAYV também pode ser
transmitido por mosquitos de outros géneros, como o Aedes aegypti. Assim, no Capitulo 2 do
presente trabalho, foram realizados o sequenciamento de alto desempenho do genoma
completo e um estudo de filogenia de seis isolados de CHIKV do Centro-Oeste brasileiro.
Esses isolados, os primeiros a serem publicados de tal regido, apresentaram sequéncias de
11.811 nucleotideos. Nenhum deles possui as mutacbes A226V (E1) ou L210Q (E2),
presentes em isolados transmitidos por Aedes albopictus, sendo provavelmente transmitidos
pelo vetor urbano principal A. aegypti. A andlise filogenética mostrou que os isolados de
CHIKYV do Centro-Oeste pertencem a linhagem East-Central-South Africa. J& o Capitulo 3
focou na anélise protedmica qualitativa de cultura de células Aag-2 de A. aegypti durante
infeccdo por MAYYV, visto que as proteinas sdo as principais mediadoras da comunicagdo
intracelular. ApOs espectrometria de massas, foram identificadas 191 proteinas
estatisticamente significativas. Ao longo das 48h de infec¢do, as proteinas da célula
hospedeira, em geral, tiveram sua abundancia reduzida. Ja as proteinas virais foram super
expressas. As proteinas de A. aegypti que foram super expressas mostraram-se importantes
para a replicacdo viral, como a proibitina, a enolase fosfatase el, chaperonas, uma
sinaptobrevina e o fator de transcricdo HCFC1. Tais proteinas ja foram também identificadas
como super expressas em estudos envolvendo outros arbovirus. Além do mais, vias de
secre¢do classicas de proteinas foram menos utilizadas durante a infeccdo, enquanto vias ndo
convencionais foram ativadas. Juntos, esses dados auxiliam na compreensédo da evolucdo e da
dispersdo de CHIKV, assim como elucidam componentes que sdo essenciais para a infeccao

por MAYYV, sendo possivelmente importantes para a relacéo arbovirus-vetor em geral.

Palavras-chave: CHIKV, genoma completo, filogenia, A. aegypti, MAYV, protedmica.



ABSTRACT

Arboviruses are viruses that require an arthropod vector to be transmitted.
Among them are Chikungunya virus (CHIKV) and Mayaro virus (MAYYV), two members of
the genus Alphavirus, family Togaviridae. Both of them are arthritogenic arboviruses that
have a single-strand positive sense RNA genome of approximately 12kb. CHIKV is widely
distributed and, although it has already caused serious epidemics in Brazil, there are few
Brazilian isolates with sequenced complete genome. On the other hand, the MAYYV is
distributed almost exclusively to South America, being a virus historically neglected.
Although being transmitted mainly by Haemagogus spp., MAYV can also be transmitted by
mosquitoes of other genera, such as Aedes aegypti. Thus, in Chapter 2 of the present work,
high-throughput sequencing of the complete genome and a phylogeny study of six CHIKV
isolates from the Brazilian Midwest were performed. These isolates, the first ones to be
published from this region, had sequences of 11,811 nucleotides. None of them has the
mutations A226V (E1) or L210Q (E2), which were detected in isolates transmitted by Aedes
albopictus, being probably transmitted by the main urban vector A. aegypti. Phylogenetic
analysis showed that the Midwest CHIKV isolates belong to the East-Central-South Africa
lineage. Chapter 3 focused on the qualitative proteomic analysis of A. aegypti Aag-2 cell
culture during MAYYV infection, given proteins are the main mediators of intracellular
communication. After mass spectrometry, we identified 191 statistically significant proteins.
Over the 48 hours of infection, the host cell proteins had their abundance reduced in general.
Viral proteins, in contrary, were upregulated. Upregulated A. aegypti proteins have proven to
be important for viral replication, such as prohibitin, enolase phosphatase el, chaperones,
synaptobrevins and the transcription factor HCFC1. Such proteins have also been identified
as upregulated in studies involving other arboviruses. In addition, classical protein secretion
pathways were less used during infection, while non-conventional pathways were activated.
Together, these data assist in understanding the evolution and dispersion of CHIKV, as well
as elucidating components that are essential for MAYYV infection, possibly being important

for the arbovirus-vector relationship in general.

Key-words: CHIKV, complete genome, phylogeny, A. aegypti, MAYV, proteomics.
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1. InTrODUCAO GERAL

1.1. Arbovirus e Aedes aegypti

No século XIX, o termo virus, do Latim, “’veneno’’, era utilizado para descrever
qualquer agente que causasse uma doenca infecciosa (Smith, 2012). Apos estudos nas areas
de Microbiologia e Imunologia de cientistas como Louis Pasteur e Robert Koch, comecou-se
a diferenciar os microrganismos de acordo com a sua capacidade de ser retido ou ndo nos
filtros de Chamberland (Horzinek, 1997). Aqueles “’venenos’’ que eram retidos foram
chamados de bactérias, enquanto os que passavam pelos filtros ficaram conhecidos como
virus (Smith, 2012).

Atualmente, os virus sdo compreendidos como um agente infeccioso muito pequeno
gue atua como parasita intracelular obrigatério. Fora das células essas particulas sdo inertes,
mas dentro, utilizando a maquinaria do hospedeiro, conseguem se replicar e produzir novas
particulas (Gelderblom, 1996). Os virus possuem apenas seu material genético envolto por
um capsideo proteico que pode ou ndo ser envolvido por uma membrana lipidica denominada
envelope. Os virus conseguem infectar todos os tipos de seres vivos conhecidos. Bactérias,
archeas, fungos, plantas e animais (Koonin et al., 2006). Podem também, dependendo dos
organismos que infectam, ser transmitidos de diversas formas. Os virus que causam doencas
em humanos podem ser transmitidos de forma indireta, como por fluidos corporais ou por
vetores animais, e de forma direta, como pelo contato com pele ou objetos perfurantes

contaminados (http://pandemsim.com/methods.html).

Dentre os virus humanos transmitidos por vetores, estdo os arbovirus. O termo
arbovirus (do inglés, arthropod-borne virus) ndo possui valor taxonémico, indicando apenas
a necessidade de um vetor artropode no ciclo de transmissdo do virus entre vertebrados,
sendo muitos deles zoonoticos (Brown & Hernandez, 2012). Até o0 momento, com exce¢do do
African swine fever virus (ASFV), que possui genoma de DNA, todos os outros arbovirus
possuem genoma de RNA e pertencem em sua maioria as familias Togaviridae, Flaviviridae,
Bunyavirales e Reoviridae (Hernandez et al., 2014). Podem causar febre, dores no corpo,
hemorragias, doencas artriticas e encefaliticas e até a morte nos vertebrados. Em contraste,
seus vetores artropodes permanecem assintomaticos em infeccdo persistente (Liang et al.,
2015).



Os arbovirus desenvolveram dois ciclos replicativos continuos e interligados (Figura
1.1): o selvético, no qual ocorre transmissdo dos virus entre o vetor artrépode e outros
vertebrados ndo humanos, e o urbano, cuja transmissao viral se da entre vetor e humanos, o
principal reservatorio (Galan-Huerta et al., 2015). Assim, tais virus foram evolutivamente
adaptados a exposicao tanto ao sistema imune do invertebrado quanto do vertebrado (Mc
Farlane et al., 2014), sendo capaz de infectar e se replicar em hospedeiros de filos diferentes,
aléem de uma serie de células em cultura (Lyski, 2013). Certos virus ndo possuem a
capacidade de produzir uma viremia suficientemente alta no homem para que o vetor
artropode seja infectado ao pica-lo. J& os virus que possuem tal capacidade acabam sendo os
patdgenos que causam maior preocupacdo como, por exemplo, o Dengue virus (DENV)
(Weaver, 2013).

ciclo selvatico ciclo urbano

A
e

Figura 1.1 Representacdo dos ciclos selvatico e urbano de um
arbovirus.

De acordo com Hernandez e colaboradores (2014), ha indicios de que alguns arbovirus
tenham evoluido de virus de plantas que se adaptaram a replicacdo nos artropodes e que,
posteriormente, insetos hematéfagos adquiriram a habilidade de infectar vertebrados.
Acredita-se que tamanha capacidade de diversificacdo esteja relacionada a natureza error-

prone das RNA polimerases dependentes de RNA (RdRp) virais.

Originalmente a maioria dos arbovirus eram apenas zoonoéticos na natureza, circulando
entre animais selvagens e infectando pessoas ocasionalmente (Weaver, 2013). Tal processo

aconteceu por muitos seculos e a diferenciacdo entre os ciclos selvatico e urbano



possivelmente se deu a partir da expansdo da populagdo humana e suas mudangas de habitos,
as quais aumentaram a exposicdo a infeccdes (Weaver, 2013). De acordo com McBride et al.
(2014), o habito de se alimentar de sangue é extremamente raro em insetos, sendo que das 1-
10 milhdes de espécies de insetos existentes, apenas 10,000 se alimentam de sangue e apenas
cerca de 100 espécies preferem o sangue humano. Contudo, quando tal preferéncia é

desenvolvida, os insetos podem disseminar doencas de forma muito eficiente.

Na busca de ferro-hemoglobina para a maturagéo e desenvolvimento completo dos seus
ovos, 0 mosquito fémea, ao se alimentar de sangue infectado
(http://www.ioc.fiocruz.br/dengue/textos/oportunista.html), recebe virions em seu intestino,
0s quais encontram uma barreira natural contra infeccdo e transmissao viral formada por
células epiteliais. Apenas parte dos virions consegue se replicar nas células epiteliais
intestinais. Ao serem levados pela hemolinfa, eventualmente atingem tecidos secundarios
como a glandula salivar, onde se reproduzem e podem ser transmitidos a um novo hospedeiro
vertebrado pela picada (Lyski, 2013). Nesse ciclo, virus humanos ndo causam sintomas no
mosquito vetor, apesar de se replicar dentro dele. Nos vertebrados, por outro lado, os
arbovirus sdo injetados diretamente na corrente sanguinea. Apesar de poderem ter tropismo
por células diferentes, os arbovirus humanos tém em comum a caracteristica de causar doenca

em seu hospedeiro (Franz et al., 2015).

Entre alguns dos vetores virais amplamente conhecidos estd 0 mosquito Aedes aegypti.
Ele foi descrito cientificamente pela primeira vez em 1762, quando foi denominado Culex
aegypti. O nome definitivo, A. aegypti, foi estabelecido em 1818 ap6s a descricdo do
género Aedes (http://www.ioc.fiocruz.br/dengue/textos/longatraje.html). Esse vetor arboviral
é um diptero da familia Culicidae que se apresenta em duas subespécies (Figura 1.2): A.
aegypti formosus, o tipo selvagem original da Africa, e 0 A. aegypti, a forma urbana existente
em quase todo o planeta (https://www.vectorbase.org/organisms/aedes-aegypti). De acordo
com estudos realizados por McBride e colaboradores (2014), o A. aegypti formosus se
alimenta preferencialmente do sangue de vertebrados ndo-humanos. J& o A. aegypti aegypti
tem preferéncia por humanos devido ao odorante volatil sulcatona. O A. aegypti aegypti
receptor olfativo especifico para cheiro humano AaegOr4, o qual se tornou mais
desenvolvido ao longo da evolucdo. Tendo se adaptado ndo somente a viver nas cidades,
como também a se alimentar do sangue humano, o A. aegypti aegypti se tornou o principal

vetor urbano de uma série de arboviroses (McBride et al., 2014). Dessa forma, todas as
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referéncias ao mosquito A. aegypti neste trabalho séo relativas a tal subespécie. Em 1955, o
Brasil chegou a erradicar o A. aegypti como resultado de medidas para controle da febre
amarela. Contudo, ja no final da década de 1960, o relaxamento das medidas adotadas levou a
reintroducdo do vetor em territério nacional. Hoje, o mosquito é encontrado em todos 0s

Estados brasileiros (http://www.ioc.fiocruz.br/dengue/textos/longatraje.html).

Figura 1.2. A esquerda,
A. aegypti  formosus.
A direita, A. aegypti
aegypti. Fonte: McBride et
al. (2014).

Arbovirus infectam centenas de milhares de pessoas anualmente, causando doencas
muitas vezes debilitantes e um nimero de mortes elevado. Muitas doencas arbovirais tém
mostrado um aumento na incidéncia nas ultimas décadas, principalmente em &reas
previamente ndo endémicas devido a ampla distribuicdo geogréafica de vetores como A.
aegypti e A. albopictus (Walker et al. 2014), além da crescente circulacdo de pessoas entre
continentes. Infelizmente vacinas humanas estdo disponiveis para um nimero muito limitado
de arbovirus (Franz et al., 2015). A soma desses fatores levou a um rapido aumento de
epidemias na Ultima década. Como resultado, autoridades de salde publica nos paises
tropicais ficam sobrecarregadas com o aumento de tarefas e responsabilidades ligadas a
doencas arbovirais, a0 mesmo tempo em que a populacdo ndo se previne de forma eficaz
(Cheng et al, 2017).

1.2.  Interacédo virus-vetor

A interacdo virus-vetor possui caracteristicas que a diferenciam substancialmente da
interacdo virus-hospedeiro. Nos vertebrados, as arboviroses, em geral, sdo agudas e
autolimitadas. J& no mosquito a infeccdo sistémica persiste por toda a sua vida sem que ele
apresente sintomas da doenca, apesar de produzir altos niveis de particulas infeciosas. Assim,
0 mosquito pode transmitir o virus de forma muito eficiente (Franz et al., 2015). Outra

diferenca é que, ao invés de entrarem diretamente na corrente sanguinea, 0S Virus sao
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ingeridos pelos mosquitos juntamente com o sangue, acionando dessa forma outras vias e
estratégias de imunidade. Entre elas, a via de RNA interferente, as vias JAK-STAT, Imd e
Toll (McFarlane et al., 2014). Assim como outros invertebrados, 0s mosquitos contam
apenas com a imunidade inata para se proteger contra patdgenos, ja que ndo apresentam 0s

mecanismos de imunidade adquirida dos mamiferos (Cheng et al., 2017).

Ao ingerir sangue de um vertebrado infectado com arbovirus (Figura 1.3), 0s
mosquitos proporcionam aos virus acesso a camada unica de células epiteliais do intestino
médio, local em que entram pelas microvilosidades e |4 se replicam (Franz et al., 2015). Caso
0 patégeno ndo consiga ser reconhecido pelas células intestinais, a combinacdo virus-vetor
ndo é compativel e o virus € excretado. Se a combinacéo virus-vetor for compativel, ainda
assim apenas uma pequena parcela das células intestinais é infectada, porém, o suficiente
para que o virus atinja o sistema circulatério do mosquito via hemolinfa ap6s se replicar nas
células epiteliais. A hemolinfa serve como um veiculo para que particulas virais sejam
levadas para diversas partes do corpo, atingindo geralmente mdsculos, gordura, glandulas
salivares e tecido nervoso (Franz et al., 2015). Assim que a infeccdo se torna persistente,
virions podem ser encontrados nas glandulas salivares, o que torna 0 mosquito competente
para transmitir a doenga a um novo vertebrado por meio de sua saliva, podendo fazé-lo pelo

resto de sua vida. (McFarlane et al., 2014).

Figura 1.3. Caminho que os virus percorrem dentro do
mosquito até estarem disponiveis para infectar outro
hospedeiro. 1) O mosquito se alimenta de sangue infectado;

. — 5 0
{.(/ s

2) o alimento atinge o intestino médio; 3) particulas virais
g \%\\ ) g ) p

atingem o sistema circulatério via hemolinfa; 4) os virus
atingem as glandulas salivares. Adaptado de: Almukhtar &
/ Gréndahl (2016).

Para a relagdo de persisténcia entre virus e mosquitos, estratégias antivirais sistémicas e
tecido-especificas foram desenvolvidas pelos vetores ao longo do tempo para evitar que a
replicacdo viral atinja niveis patogénicos. Algumas vias de imunidade antiviral foram
estudadas em Drosophila, mas como foram identificados componentes ortélogos nos
mosquitos, ha a hipotese de que essas vias possam ser conservadas. Contudo, como
Drosophila ndo é transmissora de arbovirus, pode ser que as respostas imunes dos mosquitos

ndo sejam as mesmas (Cheng et al., 2017).
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1.3.  Alphavirus (Chikungunya virus e Mayaro virus)

Pertencentes ao Grupo IV da classificacdo de Baltimore (Figura 1.4), os arbovirus da
familia Togaviridae se agrupam em dois géneros. O género que abriga tanto patégenos
humanos quanto zoonoticos é o Alphavirus, que reune virus como o Salmon pancreatic
disease virus (SPDV), Eastern equine encephalitis virus (EEEV), Mayaro virus (MAYYV) e
Chikungunya virus (CHIKV), entre muitos outros. J& o género Rubivirus conta apenas com a
participacdo do Rubella virus (RV), causador da rubéola. (https://www.bio.fiocruz.br/index.
php/rubeola-sintomas-transmissao-e-prevencao). Os alfavirus podem também  ser
classificados em virus do Velho Mundo, que sdo artritogénicos como CHIKV e MAYYV, e
virus do Novo Mundo, aqueles que causam encefalites como o0 EEEV (Lee & Chu, 2015;

Tsetsarkin et al., 2011).

Classes
| 1l I} \Y) Vv Vi VI

Figura 1.4.
9)ssRNA [l )ssRNA Jf ssRNA-RTJldsDNA-RT L
T T (s = Classificagao de

Baltimore. Os virus
m sdo agrupados de

acordo com 0 seu
material genético e a
forma como

/IJ_-._'L."LLLI___I_LL____L produzem o mRNA.

mRNA

T

Esses arbovirus possuem um genoma de RNA fita simples positivo de aproximados
12kb com Cap 5’ e cauda poliA (Figura 1.5). Uma poliproteina ndo-estrutural é codificada
diretamente (senso positivo), enquanto a poliproteina estrutural é produzida a partir de um
RNA subgendmico sob comando de um promotor interno (Hernandez et al., 2014). Ambas as
poliproteinas sdo clivadas por proteases virais e do hospedeiro ao longo da infeccdo, gerando
as proteinas estruturais (C, E3, E2, 6K, E1) e ndo-estruturais (nsP1, nsP2, nsP3, nsP4)
(Oliveira Mota et al., 2015).

As particulas de alfavirus sdo compostas por copias das glicoproteinas de membrana E1
e E2 associadas ao core formado por proteinas do capsideo (C). Além disso, E1 e E2 ficam

conectadas a bicamada lipidica interna e formam uma rede icosaédrica de geometria T=4,
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com E1 dando a forma icosaédrica e E2 sendo visto como espiculas (Brown & Hernandez,
2012). E2 estaria supostamente envolvida no reconhecimento e ligacdo da particula viral as
celulas intestinais do mosquito, ja as proteinas ndo-estruturais apresentam funcGes
enzimaticas diversas como a protease nsP2 ou a RdRp nsP4, além de formarem o complexo
replicativo (Franz et al., 2015). E bem aceito que alfavirus penetrem nas células hospedeiras
por endocitose e alguns receptores de membrana como sulfato de heparano, lamininas e
integrinas ja foram relacionadas a esse processo, apesar de ainda ndo se saber o seu papel
exato (Oliveira Mota et al, 2015). Em relacdo ao Chikungunya, a proibitina ja foi identificada
como um de seus receptores (Wintachai et al., 2012).

stop
codon

) Non-structural polyprotein | Structural polyprotein
e AR
+Eaﬂy uppre 2 oLp llale ITF
P123 \ ‘e _{%bgeno e
tructural polyprotein
P123 RdRp nsP4 .
late v 9 # “ 1
CP |[E3| E2 |6k| E1
CPE3 E2 [TF
[TnsP1 | P2, [ nsP3 || RaRpnsP4 | | ‘|
7 by nsP2 protease W by capsid %} by furin ‘by signal peptidase

Figura 1.5. Virion e organizagdo gendmica dos virus da familia Togaviridae.
Fonte: expasy.com / Viral Zone 2010 Swiss Institute of Bioinformatics.

Ap0s entrada na célula hospedeira, a liberacdo do genoma viral se da pela mudanca
conformacional da particula quando os endossomos sdo acidificados por ATPases e
novamente retornam a um pH neutro (Figura 1.6). Essa diminuicdo de pH seguida pelo
retorno ao inicial provoca fusdo da membrana viral com a membrana da célula. E possivel
que cada alfavirus tenha um pH ideal para desmontagem de seus virions no endossomo
(Brown & Hernandez, 2012).

A replicacdo dos alfavirus é citoplasmatica. As proteinas ndo-estruturais traduzidas
diretamente do genoma viral formam o complexo de replicagdo, o qual sintetiza um RNA
intermediario senso negativo que servira de molde (template) para a sintese dos RNAs
subgendmicos 26S e 49S (Galan-Huerta et al., 2015). Tais RNAs codificam as proteinas
estruturais. As glicoproteinas passam pelo reticulo endoplasmatico e pelo aparato de Golgi
para maturacgdo, promovendo, em seguida, a montagem de novas particulas virais juntamente

com o nucleocapsideo e 0 RNA viral (Brown & Hernandez, 2012). O brotamento de novos
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virions envelopados ocorre na membrana plasmatica das células de mamiferos, mas em
células de mosquitos os virions sdo formados em vacuolos e maturados por vias exociticas.
Assim, na natureza esses virus sdo hibridos, adquirindo lipideos, carboidratos e outras

modificacOes da célula hospedeira (Akhrymuk et al., 2012; Hernandez et al., 2014).
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Figura 1.6. Ciclo replicativo dos alfavirus. 1: ligacdo ao receptor de membrana. 2: endocitose. 3:
acidificacdo do vacuolo. 4: fusdo de membranas. 5: desmontagem do core. 6: traducdo. 7: processamento. 8
e 9: transcricdo. 10: tradugdo. 11: processamento. 12: processamento de maturacdo de glicoproteinas. 13:
transporte de glicoproteinas processadas e ativacdo por furina. 14: empacotamento do genoma viral. 15:
montagem do nucleocapsideo. 16: brotamento de novas particulas virais. Modelo de replicacdo em células
de vertebrado e invertebrado. Fonte: Oliveira Mota et al. (2015).

Chikungunya virus

O CHIKYV foi isolado pela primeira vez em 1952 na Tanzénia, perto da divisa com
Mocambique. Durante os séculos XVIII e XIX, foi provavelmente transportado até cidades
porteiras do mundo por navios veleiros (Weaver, 2013). Ele foi introduzido na América do
Sul vindo de ilhas do Caribe no final de 2013 e alcangcou o Brasil em 2014. Atualmente, a
transmisséo local de CHIKYV ja foi detectada em mais de 110 paises e territorios, tropicais e
subtropicais em sua maioria (Figura 1.7), tendo reemergido historicamente em intervalos de

5 a 20 anos (Chia et al., 2010). Ja foram identificadas um total de quatro linhagens distintas
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de CHIKV pelo mundo, sendo duas reportadas circulando no Brasil, a East-Central-South
African (ECSA) e a linhagem asiatica (Nunes et al., 2015).

I current or previous local t ission of chik virus

*Does not include countries or territories where only imported cases have been documented.

Figura 1.7. Paises e territdérios onde casos de infeccdo por
CHIKYV foram notificados até margo de 2018. Casos importados
ndo foram considerados, apenas transmissdes locais. Fonte: NIAID,
https://www.cdc.gov/chikungunya/geo/index.html.

Em Kimakonde, uma lingua Bantu falada pelo grupo étnico Makonde no sudeste da
Tanzania, a palavra “’chikungunya’’ significa “’com o corpo contorcido’’. Tal palavra faz
alusdo as fortes dores nas articulacdes causadas pela infeccdo por CHIKV, as quais impedem
movimentos mais amplos (Chia et al., 2010). Os principais sintomas de uma pessoa que
adquire uma infec¢do aguda por CHIKV geralmente aparecem entre 2 a 12 dias pds infeccéo
e variam de febre abrupta, erup¢do cutanea, dores musculares e até poliartralgia. Esse ultimo
sintoma pode fazer parte também de uma infeccdo cronica e persistente, podendo ser uma
doenca altamente dolorosa e debilitante por meses e até anos (Galan-Huerta et al., 2015). Em
2016 o CHIKYV foi listado pelo Instituto Nacional de Alergia e Doencas Infecciosas dos
Estados Unidos (NIAID) como um patogeno de prioridade categoria “’C’’ por apresentar
facilidade de reproducédo e disseminacéo e alto potencial de morbidez e mortalidade (Singh et
al., 2018).

Epidemias recentes tém sido facilitadas por mutacdes nas glicoproteinas de envelope
que resultaram em populagdes de CHIKV mais adaptadas para transmissdo por A. albopictus

em locais onde, por vezes, o0 A. aegypti ndo esta presente (Weaver, 2013). O vetor secundario
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A. albopictus sobrevive até nos invernos frios europeus, aumentando assim a disseminagédo

viral em regides temperadas, além dos hot-spots tropicais (Puttamallesh et al., 2013).

Mayaro virus

O MAYYV foi identificado pela primeira vez na comarca de Mayaro na ilha caribenha
de Trindade em 1954, tendo seu primeiro caso reportado no Brasil em 1955 (Cavalheiro et
al., 2016). Atinge predominantemente a América do Sul (Figura 1.8), sobretudo populacGes
rurais ou que vivem préximas a florestas. Por esse motivo, a febre causada pelo MAYYV é
historicamente uma doenca negligenciada (Oliveira Mota et al., 2015). Esse virus ja foi
responsavel por epidemias na Bolivia, Peru e também no Brasil, onde vem se disseminando
(Lavergne et al, 2006). Trés linhagens de MAYYV, denominadas D, L e N, ja foram
identificadas, sendo a L somente reportada no territério nacional até o momento (Esposito &
Fonseca, 2017; Acosta-Ampudia et al., 2018).

Germany
Imported from Bolivia
and French Guiana
(2012)

Netherlands

Imported from

Surinam and Brazil
(2008)

United States

Colombia (1958-1960)
Imported from

Peru and Bolivia Haiti (2015)
nen Venezuela (2000) i Switzerland
Mexico Trinidad 0 ted Imported from Peru
(2001) and Tobago : mpor CI’ i (2011)
(1954) rom Brazil an

French Guiana

Surinam (1964) (2009)

French Guiana

Panama (1904-1914) —Y’\
Ecuador (1997) 4,

Peru (1965)

Bolivia (1959)* . Autochthonous human cases
Autochthonous, isolated from mosquitoes

. Imported human cases

Brazil
(1955)

Figura 1.8. Area de distribuicdo do MAYV. Em roxo estdo destacados paises
em que foram documentados casos humanos apenas importados. Em verde,
paises em que foram detectados casos autéctones em humanos e em bege,
autéctones, porém isolados de mosquitos. Fonte: Acosta-Ampudia et al. (2018).
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Os sintomas da fase aguda da infec¢do por MAYYV sédo comumente confundidos com
0s sintomas causados por DENV. Assim, estima-se que 1% dos casos diagnosticados como
DENV na regido Norte da América do Sul tenham sido causados, na realidade, por MAYV
(Oliveira Mota et al., 2016). Além de febre, também sdo caracteristicos sintomas como dor
abdominal, fotofobia, vertigem e artralgia debilitante, visto que a dor bilateral das
articulacbes pode durar por meses. O MAYV tem tropismo por macréfagos e induz a
producdo de citocinas inflamatdrias levando a artrite, assim como o CHIKV (Cavalheiro et
al., 2016). Ainda ndo ha nenhum tratamento especifico ou vacina para prevenir essas

doencas.

Apesar do MAYYV ser transmitido principalmente por Haemagogus spp. em ambientes
silvestres, nas cidades ele também pode ser transmitido pelo A. aegypti e alguns outros
vetores (Napoledo-Pego et al., 2014), sendo assim uma ameaca a saude nos centros urbanos
no Brasil. De dezembro de 2014 a janeiro de 2016, mais de 340 casos suspeitos foram

notificados como resultado de infeccdo por MAY'V no pais (Esposito & Fonseca, 2017).

1.4. Cultura celular

Quando nédo ha a possibilidade ou a necessidade de usar animais de experimentacéo, a
cultura de células se trata da melhor opcdo para o estudo de virus animais (Alves &
Guimardes, 2013). O cultivo desses virus, entretanto, é limitado a permissibilidade e
suscetibilidade das células em questdo, possibilitando, respectivamente, a entrada do virus via
receptores especificos e sua replicacdo. Visto que os arbovirus possuem um ciclo hibrido de
replicacdo, envolvendo tanto animais vertebrados quanto mosquitos, o estudo desses virus em
laboratdrio pode demandar mais de um tipo celular. Apesar de ndo reproduzir com exatidao o
ambiente que o virus encontra no mosquito, as culturas continuas de células de inseto sdo
mais facilmente reprodutiveis, mais homogéneas e mais sensiveis que 0s organismos das
quais foram originadas (Barletta et al., 2012). Conhecer previamente as caracteristicas de
temperatura, concentracdo de CO2, necessidades nutricionais especificas, o tempo adequado
para passagem, necessidade de adicdo de antibidticos ou antiflngicos, assim como as
possibilidades de uso de cada célula, é essencial para o0 sucesso no estabelecimento de uma

cultura celular.
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As células Vero (do rim do macaco-verde africano Cercopithecus aethiops) e C6/36 (de
larva do mosquito A. albopictus) sdo comumente usadas para a recuperacdo e amplificacéo
viral, devido a uma maior suscetibilidade (Walker et al., 2014). A linhagem C6/36 possui um
defeito na maquinaria de RNA interferente (delecdo Unica que origina uma Dicer2 defectiva)
e produz titulos virais bem maiores que células RNAI competentes (Blair & Olson, 2015).
Este tipo celular é Gtil para recuperacao viral, mas ndo deve ser utilizado como modelo para
estudo de interagcbes mosquito-arbovirus de acordo com Brackney e colaboradores (2010). A
linhagem Vero possui uma falha na producdo de interferon, diminuindo assim as defesas
imunoldgicas dessas células contra patdgenos. Além disso, apresenta um efeito citopatico
aparente, o que permite a diferenciacdo visual entre um grupo de células infectadas e nao
infectadas durante uma titulacdo viral. Diferentes virus podem causar diferentes efeitos
citopéaticos em cultura, como a formac&o de sincicios ou a liberagdo das células do fundo da
garrafa, com seu arredondamento. Ja o estudo de A. aegypti por meio de cultura celular pode
se dar com o uso das células Aag-2, originalmente extraidas de embriGes desse mosquito
(Walker et al., 2014). As células Aag-2 foram validadas como modelo para estudos de
imunidade em insetos por Barletta e colaboradores (2012) ao apresentar perfil imunoldgico

similar ao do mosquito A. aegypti inteiro.

1.5. Sequenciamento e estudos de filogenia

O primeiro registro que se tem de arbovirus atingindo as Américas data do século X VI,
quando foram introduzidos os virus DENV e Yellow fever virus (YFV) (Liang et al., 2015). A
rapida urbanizacdo das novas colbnias, com comunidades urbanas densamente povoadas e
cercadas por areas de reproducdo dos mosquitos, facilitou o estabelecimento da endemicidade
(Simmons et al., 2012). As constantes mudangas comportamentais das sociedades, incluindo
a crescente movimentacdo de produtos, assim como a movimentacdo de pessoas em viremia,
fizeram com que a area de alcance dos arbovirus fosse significativamente ampliada nas
ltimas décadas (Weaver, 2013). Dessa forma, surgiu a necessidade de acompanhar as rotas

de transmisséo viral, assim como de compreender a evolugdo desses virus.

Atualmente, a maioria dos estudos que reconstroem relagdes evolutivas entre entidades
biologicas sé&o inferidos a partir de dados moleculares, dada a hereditariedade do material
genético, a facilidade e a confiabilidade das novas técnicas de sequenciamento
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(https://www.ebi.ac.uk/training/online/course/introduction-phylogenetics). Ao se tratar de
virus, os quais ndo sao facilmente visualizados e dependem de uma célula hospedeira para se
replicar, um estudo filogenético tradicional baseado em caracteristicas morfologicas seria

muito mais dificil e inacurado.

Entre as técnicas de sequenciamento de alto desempenho esté a plataforma Illumina®, a
qual realiza sequenciamento por sintese de amostras tanto de DNA quanto de RNA. No caso
de RNA, apds a preparacao de uma biblioteca de cDNA, o processo de sequenciamento passa
por quatro etapas (https://www.illumina.com/documents/productstechspotlights/techspot
light_sequencing.pdf). Primeiro, (I) ocorre a preparacdo da amostra com adicdo de
adaptadores; (I1) a formacdo de clusters por meio de oligonucleotideos complementares aos
adaptadores que mediam a amplificacdo clonal das fitas por pontes duplas de material
genético; (I11) o sequenciamento das fitas forward e reverse separadamente por sintese com
nucleotideos marcados com fluorescéncia e, finalmente, (IV) a andlise de dados para a
formacéo de contigs a partir dos reads originados com auxilio de diversos softwares (Figura
1.9).

Apos a montagem dos genomas, uma série de analises pode ser feita para o estudo de
relacBes evolutivas levando em consideracdo diferentes genes e até mesmo regides nao
codificadoras, dependendo do seu objetivo e da sua hipdtese. A arvore filogenética é uma
explicagdo visual de como as sequéncias de interesse evoluiram até entdo
(https://www.ebi.ac.uk/training/online/course/introduction-phylogenetics), quais caminhos de
transmissdo de informacdo genética as levaram a ser da forma em que se encontram
atualmente. Ela pode ser construida por maxima parcimonia, maxima verossimilhanca ou por
inferéncia bayesiana. A andlise por maxima verossimilhanca, que sera utilizada no presente
trabalho, por meio de técnicas estatisticas e um modelo de evolucdo, resulta em um valor
chamado probabilidade das sequéncias observadas. Entre as possiveis arvores, a escolhida é a
que possui mais sequéncias provaveis (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Class/NAWBIS/

Modules/Phylogenetics/phylo15.html).
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Figura 1.9. Fluxo de trabalho do sequenciamento por sintese Illumina®. A: o DNA é fragmentado de
forma randémica e recebe adaptadores nas suas duas extremidades. B: fragmentos fita simples se ligam na
superficie interior dos canais. C: é iniciada a amplificagdo em ponte com nucleotideos ndo marcados. D: a
enzima incorpora nucleotideos para construir uma ponta dupla em substrato sélido. E: as pontes séo
desnaturadas, fazendo com que apenas fitas simples fiqguem fixas ao substrato. F: milhes de clusters séo
formados. G: diversos ciclos de sequenciamento séo realizados pela adi¢do de nucleotideos marcados com
fluorescéncia. H: apds excitacdo por laser, a fluorescéncia emitida por cada cluster € capturada e as bases
sdo identificadas. I: os ciclos de sequenciamento sdo repetidos para determinar a sequéncia de bases em
um fragmento. J: os dados sdo alinhados e comparados a uma referéncia. Adaptado de:

https://www.illumina.com/documents/products/techspotlights/techspotlight_sequencing.pdf.

Estratégias falhas de controle do vetor associadas a um intenso e continuo fluxo viral
pelo mundo fazem com que a disseminacdo de patdgenos como 0s arbovirus seja elevada e
dificil de ser acompanhada, por vezes resultando em epidemias graves. Nesse quesito, bancos
de dados e estudos de filogenia auxiliam a tracar um mapa da movimentagdo viral pelo
mundo, a compreender a evolucdo de genes, genomas e espécies e a determinar a quais riscos
certas regides estdo expostas, assim como fazer predigdes de como os virus podem mudar no

futuro (https://www.ebi.ac.uk/training/online/course/introduction-phylogenetics).
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1.6. Analise proteébmica

O termo proteoma, cunhado pelo geneticista Mark Wilkins em 1994, surgiu como uma
unido das palavras “’proteina’’ e ‘’genoma’’, apesar de seu campo de estudo ja vir sendo
trabalhado certo tempo antes (Roepstorff, 2012). Designa o conjunto de proteinas que podem
ser produzidos a partir de um determinado genoma, incluindo as geradas por meio de splicing
alternativo do RNA mensageiro e modificaces pos-traducionais (Parker et al., 2010). Ja o
termo protedmica se refere ao estudo das proteinas de uma célula, tecido ou organismo sob
uma série de condicdes especificas e definidas, assim como da sua dindmica, interacdes entre

elas, seu papel e sua influéncia no metabolismo (Yu et al., 2010).

O proteoma pode sofrer modulagdo de acordo com o tempo, resposta a sinais
ambientais, estresse, ou infecgdes, como as virais. Durante a infec¢do, os virus modulam
mecanismos da célula hospedeira para facilitar a sua replicacdo. Ha na literatura estudos de
protedmica quantitativa como o de Xin et al. (2017) que compara o proteoma de células
C6/36 antes e depois da infeccdo por Zika virus. Nayyar et al. (2017) compararam o
proteoma de células de Lepidoptera Sf21 antes e depois de infeccdo por baculovirus. Tais
estudos trouxeram novos focos e perspectivas no estudo da interacdo virus-vetor,
identificando proteinas e vias metabolicas da célula hospedeira que estdo envolvidas no
processo de replicagéo viral.

O estudo protedbmico faz uso de diversas técnicas, equipamentos e softwares integrados
que permitem separar, identificar, quantificar e caracterizar proteinas, possibilitando assim o
estudo tanto de aspectos qualitativos quanto gquantitativos (Pitt, 2009). Os trés pilares basicos
de uma analise protedmica compreendem (I) o fracionamento da mistura de proteinas ou
peptideos, (1) espectrometria de massas para a aquisicdo dos dados necessarios para a
identificacdo das proteinas e (1) a andlise de bioinformatica, que é a parte critica do

processamento dos espectros obtidos em dados proteicos (Yu et al., 2010).

A analise protedbmica qualitativa, ao contrario da quantitativa, que utiliza marcacao
quimica ou metabolica, é label-free. Além da identificacdo das proteinas, € possivel tambem
uma quantificacdo da abundancia relativa das proteinas (Asara et al., 2008). Existem dois
tipos de estratégias para a identificacdo e caracterizacdo de proteinas por espectrometria de
massas: bottom up e top down (Kelleher et al., 1999). No tipo de analise bottom up, também
chamada shotgun, peptideos sdo separados e injetadas no espectrébmetro de massas (MS) apds

as proteinas serem digeridas com tripsina. JA& no top down, as proteinas intactas sao

22



analisadas. Uma das formas de separacédo € a cromatografia liquida (LC) por fase reversa, que
separa 0s peptideos em fracGes com diferentes tempos de retencdo na fase estacionaria de
acordo com sua hidrofobicidade (Pitt, 2009). Antes de entrar no analisador de massas, 0s
analitos precisam passar por uma fonte de ions, existindo técnicas de ionizagdo como
electrospray ionization (ESI) e matrix assisted laser desorption ionization (MALDI)

(http://chemistry.emory.edu/msc/tutorial/mass-spectrometry-ionization.html).

O ESI pode ser acoplado a um cromatografo liquido e possui uma fonte de alta tensao
que remove elétrons do solvente eletricamente neutro dos analitos (Figura 1.10), os quais sdo
acelerados de tal forma que as microgotas evaporam e as cargas se depositam sobre 0s
peptideos. Quando a tensdo superficial se iguala a repulsdo de Coulomb, as gotas se dividem
em partes cada vez menores até que as cargas se depositem diretamente sobre os peptideos,

0s quais se inserem no analisador de massas (Kebarle & Verkerk, 2009).

analitos em solugdo no capilar

oxidagdo injecdo dos
~ - analitos
Cone de Zvapc:ra(;ao repulsao de carregados no
Taylor o solvente Coulomb espectrémetro
elétrons de massas
+ | fonte de I—
| energia |

Figura 1.10. Esquema do funcionamento de uma fonte ESI. Os analitos em solu¢fo aquosa sdo
carregados positivamente e tém sua trajetdria deslocada para o Cone de Taylor. As particulas iniciais
carregadas sdo aceleradas por um gradiente de potencial elétrico, sofrendo répida evaporacdo. Apos a
fissdo de Coulomb, passam para o estado gasoso, podendo assim entrar no analisador de massas.

Dentro do analisador de massa 0s ions carregados sdo classificados e separados
baseando-se na sua razdo massa/carga (m/z). Ha diversos tipos de analisadores de massas,
entre eles, os quadrupolos, o time of flight (TOF), o fourrier-transforma ion cyclotron
resonance (FTICR) e o Orbitrap (https://www.creative-proteomics.com/blog/index.php/sever
al-types-of-mass-analyzer/). O Orbitrap (Figura 1.11) é um equipamento de alta resolucao
em que os ions sdo direcionados a um ion trap por meio de um campo eletrostéatico,

movendo-se em padrdes espirais complexos. Tais oscilagdes podem ser detectadas como
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imagens. Uma transformada de Fourier € entdo empregada para obter frequéncias de
oscilacdo para ions com diferentes massas, resultando em uma leitura precisa de suas razdes
m/z. Ja no detector, a abundancia relativa dos ions é identificada (Scigelova & Marakov,
2006).

Figura 1.11. Modelo de um analisador de massa do
tipo Orbitrap. A: ions em movimento ao redor de um
eletrodo central. B: eletrodo externo dividido ao meio.
C: anel isolante de cerdmica. Fonte: Scigelova &
Marakov (2006).

No tipo de andlise protedbmica baseada em LC-MS, a identificagdo de proteinas €
realizada com base na fragmentacdo dos peptideos e na comparacdo dos espectros obtidos
experimentalmente com espectros tedricos gerados a partir de bancos de dados (Roepstorff,
2012). Existem varios softwares para processar os dados brutos do MS e inferir a abundéncia
das proteinas. Cada software inclui um conjunto de algoritmos exclusivos para as diferentes
tarefas do fluxo de trabalho do processamento de dados do MS. Uma série de fatores de
restringéncia e analises estatisticas também aumentam a confiabilidade dos dados obtidos por

bioinformatica (Vélikangas et al., 2017).

1.7. Protedmica aplicada a interagdo arbovirus-vetor

Um aspecto importante na andlise protedbmica de cultura de células infectadas com
virus € a multiplicidade de infeccdo (MOI) utilizada. O MOI indica a razéo entre particulas
virais infecciosas e o nimero de células que serdo infectadas, e ndo a quantidade total de
particulas presentes, visto que nem todo virion é infectivo (Thomas, 2001). A habilidade de
ajustar essa proporcdo, além de ser importante para garantir a padronizacdo das triplicatas
bioldgicas necessarias ao experimento, também permite a comparacdo das condigdes do
experimento com as condigdes de viremia encontradas no corpo do mosquito ou da pessoa
infectada no ambiente. Entre as formas de mensurar a quantidade de particulas infecciosas em
um estoque viral estdo o Plaque Assay, que oferece seu resultado em plaque forming units

(PFU), e a titulagdo por End-Point Dilution Assay, cujo resultado se da em tissue culture
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infectious dose (TCID50) e representa a quantidade de virus necessaria para infectar metade

das células presentes (www.ijmm.org/documents/virologymanual.doc).

Estudos protebmicos aplicados a interacdo virus-vetor podem ajudar a desvendar
aspectos negligenciados da mudanca gradual do proteoma em células de mosquito. Segundo
Cheng e colaboradores (2017), apesar de o conhecimento a respeito da imunidade de
mosquitos ter avancado bastante na Gltima década, o conhecimento sobre mecanismos
antivirais ainda € extremamente limitado. Identificar centenas de proteinas, suas diferencas de
abundancia ao longo dos tempos de infec¢do e em quais processos estdo envolvidas (Parker et
al., 2010) pode melhorar também a compreensdo das diferencas entre células de
invertebrados e células de mamiferos infectadas (Lee & Chu, 2015). Visto que as proteinas
medeiam a maioria dos processos intracelulares e comunicacao entre células (Anderson et al.,
2016), um estudo dindmico comparativo do proteoma de células de A. aegypti (Aag-2)
infectadas e ndo infectadas com arbovirus pode esclarecer alguns aspectos da interagdo virus-
vetor e ajudar a desenvolver estratégias para bloquear a amplificacdo viral, limitando a

transmissdo do virus dentro do seu proprio vetor (Nayyar et al., 2017).

1.8. Esboco e objetivos da dissertacao

Neste trabalho, estudos ‘’6micos’’ foram realizados com estirpes de CHIKV e MAYV
circulantes no Brasil. No Capitulo 2 foi realizado sequenciamento de alto desempenho do
genoma completo de seis isolados de CHIKYV do Mato Grosso. Tais sequéncias de CHIKV
foram as primeiras do Centro-Oeste a serem publicadas (Anexo 1). Posteriormente foi
realizado um estudo de filogenia comparando esses isolados com diversas outras sequéncias
de CHIKV que representam as quatro linhagens até entdo identificadas. No Capitulo 3 foi
utilizado um isolado de MAYYV do Rio de Janeiro para infectar cultura de células Aag-2 de A.
aegypti. Foram coletadas células ndo-infectadas e células infectadas com diferentes horas de
infeccdo para andlise protedmica label-free por espectrometria de massas. Assim, foi possivel
acompanhar a variacdo do proteoma das células Aag-2 e dar inicio & compreenséo de como o
MAYYV modula a célula hospedeira em seu favor. O Capitulo 4 retine consideracdes finais
sobre os dois capitulos experimentais e 0s conecta de forma a propor perspectivas para 0s

proximos estudos com arbovirus.
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2. Genomica E Firocenia b CHIKYV CircuLanpo NO

CenTrRO-OESTE

2.1. Resumo

O Chikungunya virus (CHIKV) é um arbovirus artritogénico classificado no género
Alphavirus que foi reportado e isolado pela primeira vez em 1952 na Tanzania. Possui
genoma de RNA fita simples senso positivo de aproximados 12kb, o qual codifica uma
poliproteina estrutural e uma poliproteina ndo-estrutural que sdo clivadas por proteases ao
longo do ciclo replicativo. Ha quatro linhagens de CHIKYV circulando pelo mundo, infectando
pessoas em mais de 110 paises e territdrios, tendo alcancado a América Central em 2013 e 0
Brasil em 2014. Devido a crescente movimentacdo de pessoas em viremia, a area de alcance
de arbovirus foi significativamente ampliada nas ultimas décadas. Dessa forma, surgiu a
necessidade de acompanhar as rotas de transmissao viral, assim como compreender a
evolucdo desses virus. Neste estudo, a partir de sequenciamento de alto desempenho, RNA de
seis isolados de CHIKV circulando no estado do Mato Grosso foram sequenciados. Os seis
genomas completos apresentaram tamanho esperado de 11. 811 nucleotideos e foram
depositados no banco de dados GenBank com o0s nUmeros de acesso MH823663 a
MH823668. Nenhum dos isolados apresentou as mutagbes A226V (E1) ou L210Q (E2) que
aumentam a transmissibilidade do virus pelo vetor secundario A. albopictus. Essa observacao
indica que esses isolados encontrados no Centro-Oeste brasileiro s&o transmitidos,
preferencialmente, por A. aegypti. Além disso, estudos filogenéticos incluiram esses mesmos
isolados como pertencentes a linhagem ECSA, compartilhando maior identidade nucleotidica

com isolados identificados no estado da Bahia.

Palavras-chave: CHIKV, Centro-Oeste, sequenciamento de alto desempenho, genoma

completo, A. aegypti, linhagem ECSA.
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Abstract

Chikungunya virus (CHIKV) is an arthritogenic arbovirus belonging to the genus
Alphavirus that was first reported and isolated in 1952 at Tanzania. It has an approximately
12kb positive sense single strand RNA genome that encodes a structural and a non-structural
polyproteins which are cleaved by proteases throughout the replicative virus cycle. There are
four CHIKYV lineages circulating around the world and more than 110 countries have been
identified with cases of CHIKV infection. It reached the Americas in 2013 and in 2014 the
first case was diagnosed in Brazil. The increasing number of travelers in viremia lead to a
significant expansion of the arbovirus reach area during the last decade. In this way, the need
to follow the routes of viral transmission appeared, as well as the need to understand the
evolution of these viruses. The present study aimed to perform a high throughput sequencing
of the six CIKV isolates RNA that were circulating in the Mato Grosso state. The six
complete genomes showed an expected size of 11,811 nucleotides and they were deposited in
the GenBank database under the accession numbers MH823663 to MH823668. None of the
isolates showed the A226V (E1) or the L210Q (E2) mutations that increase CHIKV
transmissibility by the secondary vector A. albopictus. This observation indicates that
CHIKV is predominantly transmitted by A. aegypti in Midwestern Brazil. Moreover,
phylogenetics identified our isolates as belonging to the ECSA lineage, sharing a larger
nucleotide identity with the isolates from the state of Bahia.

Key-words: CHIKV, midwestern, high throughput sequencing, complete genome, A.

aegypti, ECSA lineage.
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2.2. Introducao

“’Chikungunya’’ ¢ uma palavra da lingua Bantu, na Tanzania, que significa “’com o
corpo contorcido’’. O Chikungunya virus (CHIKV), um arbovirus isolado e caracterizado
primeiramente nesse pais africano, possui esse nome por causar fortes dores nas articulaces,
impedindo movimentos mais amplos (Chia et al., 2010). Além de sintomas como febre e
trombocitopenia, a poliartralgia pode debilitar uma pessoa infectada por CHIKV por um

longo periodo de tempo (Galan-Huerta et al., 2015).

Pertencente ao género Alphavirus (Familia Togaviridae), o CHIKV possui um
genoma de RNA fita simples senso positivo de aproximados 12kb (Lee & Chu, 2015). Uma
poliproteina estrutural e uma poliproteina ndo-estrutural sdo codificadas pelo genoma viral.
As proteinas estruturais (C, E3, E2, 6K e E1) e as ndo-estruturais (nsP1, nsP2, nsP3, nsP4)
sdo formadas apds clivagem proteolitica (Oliveira Mota et al., 2015). Entre as epidemias
recentes provocadas por CHIKV, algumas tém sido associadas a mutacdes nas glicoproteinas
de envelope E1 e E2. Foi verificado que tais mutagdes resultaram em populacbes de CHIKV
com maior transmissibilidade por Aedes albopictus, sem, contudo, afetar sua transmissao pelo
vetor principal Aedes aegypti (Weaver, 2013). Assim, a transmissdo de CHIKV se tornou

possivel em locais onde o vetor urbano principal A. aegypti ndo esta presente.

Apesar de ter sido isolado pela primeira vez em 1952 na Tanzénia, o CHIKV foi
introduzido na América do Sul apenas em 2013, vindo de ilhas do Caribe. A partir de entéo,
rapidamente se espalhou pelas Américas, alcancando o Brasil em 2014 (Weaver, 2013).
Quatro linhagens distintas de CHIKV ja foram identificadas, sendo que no Brasil apenas duas
foram reportadas: a linhagem ECSA (do inglés, East-Central-South African) e a linhagem
asiatica (Nunes et al., 2015). Devido a uma maior circulacdo de produtos e pessoas, nos
Gltimos anos a area de alcance dos arbovirus foi significativamente ampliada (Weaver, 2013).
O crescente nimeros de casos associados a arbovirus, assim como a crescente preocupacao
da salde publica a respeito de arboviroses, nos mostram a necessidade de acompanhar as

rotas de transmisséo viral e de compreender a evolugdo desses virus.

A filogenia, area que se dedica ao estudo das relagbes evolutivas entre entidades
bioldgicas, passou a se basear amplamente em de dados moleculares como sequéncias de

nucleotideos e aminodcidos apds a modernizacdo dos métodos de sequenciamento
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(https://www.ebi.ac.uk/training/online/course/introduction-phylogenetics). A  plataforma
Ilumina® esta entre uma das técnicas de sequenciamento de alto desempenho amplamente
utilizadas (https://www.illumina.com/documents/products/techspotlights/techspotlight_se
quencing.pdf). A partir da montagem dos genomas, que podem ser completos ou parciais,
varias abordagens podem ser utilizadas para estudar relaces evolutivas entre organismos ou
grupos. As conexdes evolutivas entre os grupos de organismos considerados podem ser
representadas por uma éarvore filogenética (https://www.ebi.ac.uk/training/online/course/
introduction-phylogenetics). Maxima parcimdnia, méaxima verossimilhanca e inferéncia
bayesiana sao métodos que permitem a construcao de uma arvore filogenética. Na analise por
méaxima verossimilhanca, sdo atribuidos valores chamados de probabilidades as sequéncias
observadas, sendo escolhida a representacdo que possuir maior numero de sequéncias
provaveis  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Class/NAWBIS/Modules/Phylogenetics/phylo15.
html).

A dificuldade em acompanhar a movimentacgéo viral pelo mundo, somada a epidemias e
a estratégias falhas de controle do vetor A. aegypti, ressalta a importancia de estudos de
filogenia para compreender a evolugdo de genes, genomas e espécies virais, assim como para
se determinar que riscos enfrentam determinadas regides geograficas (https://www.ebi.ac.uk/
training/online/ course/introduction-phylogenetics). Devido ao fato de, até o presente
momento, ndo haver dados disponiveis de genoma completo de isolados de CHIKV
circulando no Centro-Oeste brasileiro, o presente estudo se dedica a gendmica e a filogenia

de isolados dessa regiao.

2.3. Objetivos

Objetivo Geral

- Avaliar a diversidade genética de isolados de CHIKV a partir de amostras de soro de

pacientes residentes na regido Centro-Oeste.
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Objetivos Especificos

—> Recuperar os isolados de CHIKV por meio de infecgdo de cultura celular a partir de soro

de pacientes infetados.
-> Sequenciamento de alto desempenho e caracteriza¢do dos genomas dos virus isolados.

-> Filogenia dos isolados de CHIKV do Centro-Oeste brasileiro.

2.4. Materiais e métodos

Estabelecimento de cultura celular: Células Vero (rim do macaco-verde africano
Cercopithecus aethiops) foram mantidas em meio Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) High Glucose (Sigma) com 10% de soro fetal bovino (FBS: fetal bovine serum) e
10% penicilina + streptomicina 100U/ml (PenStrep) a 37°C e suprimento de CO2 a 5%. As
células Aag-2 (embrido de A. aegypti) foram mantidas em meio de cultura Schneider’s
Drosophila Medium (Gibco by Life Technologies) com 10% FBS e PenStrep 100U/ml. Ja a
linhagem C6/36 (larva de A. albopictus com deficiéncia na maquinaria de iRNA) foi
cultivada em meio TC100 10% FBS (Vitrocell Embriolife). Ambas as células de mosquito
foram cultivadas a 28°C. Nas passagens de célula de mamifero, foi realizada lavagem PBS1 e

as células foram desaderidas com Tripsina-EDTA 0,25% (Sigma) a 37°C.

Isolamento viral em cultura de células de mamifero (Vero): Em placas de 24
poc¢os, 500ul de células Vero em meio DMEM 10% FBS 10% PenStrep e &cido 4 - (2-
hidroxietil) - 1 - piperazinoetanossulfénico (HEPES) 25mM foram incubadas com 50ul das
amostras de soro de pacientes de Cuiabd, Mato Grosso (2017) diagnosticados pelo
Laboratorio Central de Saude Publica do Distrito Federal (LACEN-DF) como positivos para
CHIKV. Em células infectadas, HEPES foi adicionado ao meio para carbonacdo e
manutencdo do pH. Trés dias depois, 0 sobrenadante de cada poco foi coletado e armazenado
a -80°C para futuras infeccbes e as células foram ressuspedidas com 1ml de TRIzol

(Invitrogen™) para a extracdo de RNA.
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Extracdo de RNA para posterior deteccdo de CHIKV por RT-PCR: A extracao
de RNA das células infectadas seguiu as recomendacdes do fabricante conforme descrito a
seguir. As células ressuspendidas em 1ml de TRIzol foram incubadas por 5min a temperatura
ambiente. Um volume de 200 ul de cloroférmio foi adicionado por microtubo para separacao
das fases. Os tubos foram agitados com vigor, deixados por 2min a temperatura ambiente e
centrifugados a 12.000g durante 15min a 4°C. Ap06s recuperacdo da fase superior, 500ul de
isopropanol foram adicionados e os tubos, encubados a temperatura ambiente por 10min e
centrifugados a 12.000g durante 10min a 4°C. Ap06s remocdo do isopropanol, o precipitado
foi lavado com 1ml de etanol 75% gelado e centrifugado a 7.500g por 5min a 4°C. Apdés
remocdo do etanol, o precipitado (RNA) foi ressuspendido com 30ul de agua estéril e
armazenado a -80°C. A quantificacdo do RNA foi feita com o espectrofotdmetro NanoVue

Plus Spectrophotometer (GE Healthcare).

Transcricdo reversa para sintese de cDNA: Para sintese da primeira fita de
cDNA, foi adicionado em um microtubo (de 200ul) 1l de primers randémicos, 3ul de RNA,
1ul de desoxinucleotideo trifosfatado (ANTP) e 7ul de &gua estéril, incubados a 65°C por
5min e no gelo por 1min. Em seguida, foram adicionados 4pl do Buffer First Strand
(Invitrogen™), 2ul de ditiotreitol (DTT) e 1l de inibidor de RNAse. Apds adigdo de 1ul da
enzima M-MLV (Invitrogen™), os tubos foram incubados a 25°C por 10min, 37°C por
50min e 70°C por 10min.

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR): Em um volume final de 25ul de reacdo,
foram adicionados 2,5ul Buffer 10x, 0,5ul MgClz, 0,5ul dNTP, 0,5ul primer Forward, 0,5yl
primer Reverse, 1ul do cDNA produzido na etapa anterior, 0,125l Tag DNA polimerase e
17,4ul de agua estéril. O ciclo de amplificacdo encontra-se na Tabela 2.1. As sequéncias dos
pares oligonucleotideos especificos para amplificacdo da regido E2-E3 do Envelope do
CHIKYV estéo listadas na Tabela 2.2. Os produtos de PCR com tamanho estimado de 1,5kb
foram visualizados por eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio.
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Tabela 2.1. Ciclo para amplificacdo da regido E2-E3 do gene do Envelope de CHIKV.

Etapa ‘Temperatura ‘Tempo
Desnaturagdo Inicial 94°C 3 min
Desnaturagio 94°C 30 seg
35x 4 Anelamento Tm* 30 seg
Extensdo 72°C Imin 45seg
Extensdo Final 72°C 10 min
hold 12°C )

Tabela 2.2. Oligonucleotideos especificos usados para amplificacéo parcial
do genoma do virus CHIKV.

Identificagdo Sequéncia 5’-3’ T de anelamento | Sequéncias base
(NCBI)
ChikE F CGA AGA GTG GAG TCT KGC CAT 65°C
YCC AG KP 1645689
KP164571
ChikER GCCTCY TGG TAT GTG GCC GCT 67°C KP164572
TTA GC
* R= A ou G (puRine), Y=Cou T (pYrimidine) , K= G ou T (Keto). Fonte: IUPAC.

Propagacdo viral em células C6/36: Os virus isolados em células Vero foram
propagados em células C6/36 para posterior enriquecimento de particulas virais. Dessa
maneira, 5 frascos T75 cultivados com celulas C6/36 em 12ml de meio TC100+10%FBS
foram infectadas com 450ul do estoque viral (sobrenadante de células Vero infectadas) de
cada isolado de CHIKV (1, 2, 3, 5, 7, e 9). As garrafas foram encubadas a 28°C por 72h e o
sobrenadante foi coletado, totalizando 60ml de sobrenadante para cada isolado de CHIKV.

Enriquecimento de particulas virais: O sobrenadante das células infectadas foi
centrifugado a 5.000g por 10min para clarificagdo. Em seguida, 30ml do sobrenadante

clarificado foi adicionado sobre 3ml de solucdo de sacarose 20% em 5mM NaCl 10mM
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EDTA. Os tubos foram ultracentrifugados foram a 22.000rpm (rotor SW 28) por 2h a 8°C.
Devido ao volume inicial de sobrenadante, o processo foi repetido duas vezes, utilizando o
mesmo tubo pléstico para determinado isolado. Os precipitados foram ressuspendidos em
150pl de agua livre de RNAses e armazenados a -80°C.

Extracdo do RNA enriquecido para sequenciamento de alto desempenho: Apo6s
enriquecimento por ultracentrifugacdo, 0 RNA viral foi extraido com o kit QIAmp® Viral
RNA Mini Kit (Qiagen). O procedimento seguiu as recomendacdes do fabricante, excluindo a
adicdo do RNA carreador. Para cada 140ul de sobrenadante foram adicionados 560ul do
Buffer AVL em um microtubo de 1,5ml. Depois de agitados vigorosamente, 0s microtubos
foram incubados a temperatura ambiente por 10 minutos. Em seguida, foram adicionados
560ul de etanol 96-100%, agitacdo vigorosa por 15 segundos e centrifugacdo breve para
remocdo das bolhas. A solucéo foi transferida para uma de silica encaixada em um microtubo
coletor de 2ml e centrifugada a 9.000g por 1 minuto. O filtrado foi descartado e o passo
anterior, repetido. Um volume de 500ul do Buffer AW1 foi adicionado na coluna, a qual foi
centrifugada a 9.000g por 1 minuto. Apds descarte do filtrado, 500ul do Buffer AW2 foram
adicionados na coluna, seguido de centrifugacdo a 17.000g por 3 minutos. Uma vez que o
filtrado foi descartado, os tubos foram centrifugados a velocidade méxima por 1 minuto. A
coluna foi adicionada a um novo tubo de 1,5ml e 0 RNA foi eluido com 30ul de agua livre de
RNAses apos centrifugacdo a 6.000g por 1 minuto. A etapa de eluicdo foi repetida com mais
30ul de agua. A quantificacdo das amostras de RNA foi realizada com o espectrofotdmetro
NanoVue Plus (GE Healthcare Life Sciences) e visualizado por eletroforese em gel de
agarose 1% com TBE RNAse free em cuba previamente limpada com RNAse Zap™

(Invitrogen™).

Sequenciamento de alto desempenho: As amostras de RNA foram diluidas em
RNAstable (Sigma-Aldrich®), secadas a vacuo e enviadas para sequenciamento na empresa
Macrogen Inc.® (Seul, Coreia do Sul). Apbs controle de qualidade para checagem da
integridade do RNA, o sequenciamento foi realizado na plataforma Illumina - Shotgun com
biblioteca de cDNA construida a partir do kit lllumina TruSeq RNA.
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Montagem dos genomas completos dos isolados de CHIKV: A qualidade das
sequéncias recebidas foi analisada com o programa FastQC (Andrews et al., 2018).
Sequéncias de adaptadores e as de baixa qualidade foram removidas com o programa BBDuk
do pacote BBTools v38.20 (https://sourceforge.net/projects/bbmap/.). A montagem de novo
foi realizada com o programa MEGAHIT v1.1.3 (Li et al., 2015; Li et al., 2016). Para
garantir uma alta qualidade das sequéncias genémicas dos isolados de CHIKV, os reads
foram remapeados nos contigs usando o programa BWA v0.7.17 (Li, 2013) e o arquivo Sam
resultante foi processado com programa SAMtools v1.8 (Li, 2009). Essa analise revelou a
presenca de artefatos de reads quiméricos nas extremidades 5’ ¢ 3’ de todos os genomas, o
que provavelmente € o resultado da atividade template switch das enzimas de transcricdo
reversa (Gorzer et al., 2010). Tais reads foram entdo removidos e as sequéncias das
extremidades 5” e 3’ do genoma de CHIKV foram determinadas baseando-se em genomas de

CHIKYV publicamente disponiveis (GenBank) que foram sequenciados pelo método Sanger.

Arvore filogenética: A arvore filogenética foi baseada nas ORFs concatenadas de
CHIKV e foi construida por maxima verossimilhanca com o programa PhyML v3.0
(Guindon et al., 2010). O melhor modelo de substituicdo de nucleotideos foi selecionado com
0 jModelTest v2.1.10 (Guindon & Gascuel, 2003; Darriba et al., 2012). Afim de
compreender as relacfes filogenéticas dos isolados de CHIKV do Centro-Oeste brasileiro,
uma arvore foi construida com isolados de CHIKV que representam as quatro linhagens
evolutivas desse virus. Portanto, essa analise incluiu isolados do Brasil, Caribe, paises
asiaticos e africanos cujas sequéncias tiveram seus nimeros de acesso extraidos de Nunes et
al. (2015).

2.5. Resultados e discussao

Infeccéo de cultura de célula com soro de pacientes e confirmacao viral

Para o estudo da diversidade de CHIKV circulantes no Centro-Oeste, amostras de

soro de pacientes infectados foram fornecidas pelo LACEN-DF. No total, apés infeccdo de



células Vero, foram isolados seis CHIKV entre as nove amostras analisadas. A presenca de
infeccdo foi confirmada por RT-PCR com primers especificos, o que resultou na
amplificagdo de produtos de PCR com tamanho de 1,5kb (Figura 2.1). Esses seis isolados
foram propagados em células de mosquito C6/36 (Figura 2.2) para enriquecimento viral,

extracdo de RNA e sequenciamento de alto desempenho.

Figura 2.1. Eletroforese em gel de
agarose da amplificacdo de isolados de
CHIKYV a partir do RNA extraido de
células Vero. Foram utilizados primers
especificos para amplificacdo do gene do
Envelope viral (E3-E2). Marcador de
DNA: Ladder 1kb (Ludwig), primeira
coluna.

1500pb

Figura 2.2. Microscopia ética
de cultura de células C6/36
infectadas com CHIKV em
formacdo de sincicios com 3
dias de infeccéo.

Montagem dos genomas de CHIKYV isolados no Mato Grosso

A montagem de novo resultou em sequéncias gendmicas de 11.811 nucleotideos que
compartilham entre si identidade de 99,9%. As open reading frames (ORFs) das poliproteinas
ndo-estrutural e estrutural preditas possuem 7.425 e 3.474 nucleotideos, respectivamente. As
sequéncias dos genomas completos dos 6 isolados do Mato Grosso nomeadas MT01 a MTO6,
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foram depositadas no GenBank com os seguintes numeros de acesso: MT01 - MH823663,
MTO02 - MH823664, MT03 - MH823665, MT04 - MH823666, MT05 - MH823667 ¢ MT06 -
MH823668.

Nenhum dos isolados sequenciados possui as mutacdes A226V na glicoproteina de
envelope E1 ou L210Q na glicoproteina de envelope E2. Tais substituicdes sdo responsaveis
por aumentar a transmissibilidade do CHIKV pelo vetor A. albopictus, contribuindo
substancialmente com as epidemias de CHIKV ao redor do mundo na Ultima década,
principalmente em locais onde o A. aegypti ndo é encontrado (Tsetsarkin & Weaver, 2011). A
mutacdo A226V ja surgiu quatro vezes ao longo da evolucdo de formas independentes,
demonstrando uma evoluc¢édo convergente de diferentes linhagens de CHIKV. Na epidemia de
2013 no territdrio francés de La Réunion, ilha na qual o A. aegypti ndo é encontrado, sendo
assim o A. albopictus o transmissor do CHIKV, foram identificadas as mutagdes citadas nos
isolados sequenciados (Azevedo et al., 2015). Tal fato pode sugerir que os isolados de
CHIKV do Mato Grosso caracterizados nesse trabalho sdo transmitidos predominantemente
por mosquitos A. aegypti. E possivel que a abundancia de A. aegypti no territorio brasileiro
ndo tenha exercido pressdo evolutiva para que o CHIKV se adaptasse a um segundo vetor

como o A. albopictus, o qual ndo é tdo disseminado.

O vetor A. albopictus tem caracteristicas morfologicas semelhantes e a mesma
capacidade de proliferacdo do A. aegypti. Contudo, o A. albopictus € nativo de florestas do
sudeste asiatico e sua entrada no Brasil é relativamente recente, datando da década de 80
(Pessoa et al., 2013). Enquanto o A. aegypti tem preferéncia por lugares urbanos, A.
albopictus é mais adaptado a ambientes com cobertura vegetal, conseguindo transitar bem
entre territérios urbanos e rurais e representando um risco de levar doencas tipicas de um

ambiente para o outro (Pessoa et al., 2013).

Analise filogenética

Das quatro linhagens de CHIKV existentes no mundo, apenas duas foram até entéo
encontradas no Brasil: a linhagem asiatica e a linhagem da Africa do Leste, Central e do Sul
(ECSA) (Higgs & Vanlandingham, 2015). A linhagem asiatica foi possivelmente
implementada na América em 2013 via paises das ilhas do Caribe e trazida para o Brasil em

2014 por viajantes e militares que voltavam da Misséo das Nagdes Unidas para Estabilizagéo
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do Haiti, sendo primeiramente identificado na cidade de Oiapoque, Amapa (Nunes et al.,
2015). Ja a linhagem ECSA teve seu primeiro caso registrado em 2014 em Feira de Santana,
Bahia, sendo, provavelmente, essa Unica importacdo responsavel por espalhar a linhagem em

varios estados do territorio brasileiro (Nunes et al., 2015).

Os seis genomas completos de CHIKV do Mato Grosso compartilharam grande
semelhanca com os isolados do Nordeste Brasileiro, sendo agrupados com os isolados da
Bahia. Infere-se assim que tais isolados pertencam a linhagem ECSA (Figura 2.3). Além do
mais, 0s isolados do Mato Grosso formam um grupo monofilético com elevado valor de
suporte, indicando que eles possuam a mesma origem evolutiva. Todavia, devido ao numero
amostral, ndo é possivel afirmar que ndo existam outras linhagens de CHIKV circulando na

regido Centro-Oeste.

Nunes e colaboradores (2015) fizeram uma predicdo do risco de isolados de CHIKV
das linhagens asiatica e ECSA se espalharem para outros locais do Brasil a partir dos estados
do Amapa e da Bahia, respectivamente. Conclui-se que o risco da cidade de Cuiaba receber
CHIKV da linhagem ECSA era igualmente alto ao risco de importar a linhagem asiética.
Assim, supde-se que a importacdo da linhagem ECSA tenha ocorrido de forma randémica por

viajantes que tenham circulado entre os estados da Bahia e do Mato Grosso.

2.6. Conclusodes

O sequenciamento de alto desempenho do genoma completo de isolados de CHIKV
do Centro-Oeste brasileiro originou sequéncias de tamanho esperado (11.811 nucleotideos) e
mostrou que eles ndo possuem as mutacdes A226V (glicoproteina E1) ou L210Q
(glicoproteina E2). Como tais mutagdes favorecem a transmissibilidade pelo vetor secundario
A. albopictus, € provavel que o CHIKV no Centro-Oeste seja transmitido pelo principal vetor
urbano, o A. aegypti. A analise filogenética com isolados representantes das quatro linhagens
de CHIKV mostrou que os isolados do Centro-Oeste pertencem a linhagem africana ECSA,
compartilhando maior identidade com isolados da Bahia. Os genomas completos dos seis
isolados do Centro-Oeste brasileiro foram os primeiros dessa regido a serem publicados
(Anexo 1).

37



T30 100
811
100
@7
e
992
1 w9 %07
o886
a45 | 851
969
100
L— oo o68
gl @28

Linhagem da Africa Oeste

HM045803_india
EF027140_india
HM045813_India
HMO045788_india
EF027141_india
HMO045810_Tailandia
HM045814_Tailandia
HM045808_Tailandia
HM045789_Tailandia
HMO045787_Tailandia
HM045802_Tailandia
HM045796_Tailandia
HM045797_Indonésia
HMO045791_Indonésia
HM045800_Filipinas
HMO045790_Filipinas
HE806461_Nova Caledénia
100 FN295483_Malasia
100FN295484_Malasia
m;ﬂEU703760_Malasia
EU703761_Malasia
eEU703762__'Malésia
EU703759_Malasia
FJ807897_Indonésia
KF318729_China
!0(61451622_Micmnésia
KJ451623_Micronésia
KX262991_S&o Martin
KP164572_Brasil - Para
KP164567_Brasil - Amapa
KP164571_Brasil - Pernambuco
KJ451624_lIhas Virgens Britanicas)

2 g
3 3

HM045809_Rep Democratica do Congo |

HMO045792_Africa do Sul
HM045795_Africa do Sul
HM045805_Africa do Sul
HM045806_India

AF490259

HMO045821_Senegal
HM045822_Rep Central Africana
JQO67624_China
HMO045812_Uganda
HM045784_Rep Central Africana
HMO045823_Angola
KX228391_Brasil - Pernambuco
KY704954 Brasil - Paraiba
KY704955_Brasil - Paraiba
KP164570_Brasil - Bahia
KP164569_Brasil - Bahia
KP164568_Brasil - Bahia
KY055011_Brasil - Sergipe
KU940225_Brasil - Bahia

MT02

MTO4

MTO1

MTO3

MTO6

MTO5

Linhagem
Asiatica

Linhagem
ECSA

Linhagem do Oceano indico

Figura 2.3. Arvore filogenética baseada nas ORFs concatenadas de isolados
de CHIKYV. As quatro linhagens de CHIKV estdo indicadas nos colchetes. Os
isolados CHIKYV do Brasil pertencentes a linhagem ECSA estdo em vermelho,
enquanto os da linhagem asiatica, mas em circulagdo no Brasil, estdo em azul.
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3. Mobiricacio po Proreoma pE CELULAS DE

AEpEs AEcyPrIDURANTE INnFECCAO POR MAYV

3.1. RESUMO

O Mayaro virus (MAYV) é um arbovirus pertencente ao género Alphavirus, familia
Togaviridae. O MAYYV atualmente possui circulacdo quase restrita & América Latina, contudo,
além de ser transmitido por Haemagogus spp., mosquitos de outros géneros também sdo eficientes
na sua transmissao. Entre eles, estd o Aedes aegypti, que, assim, o MAYV eleva o potencial de
disseminacdo do MAYYV. Estratégias ineficientes no controle dos vetores de arboviroses levaram a
necessidade de melhor compreender os aspectos moleculares da interacdo virus-vetor na tentativa
de desenvolver ferramentas para impedir a disseminac&o viral. Como as proteinas sdo as principais
mediadoras da comunicacdo entre processos celulares, uma analise protedmica de células Aag-2 de
A. aegypti durante infeccdo por MAYYV foi realizada nesse capitulo a fim de elucidar aspectos
fundamentais da interacdo virus-vetor para a replicacdo viral. ApGs espectrometria de massas de
células infectadas e ndo-infectadas, foi identificada uma diminui¢do na abundéancia de proteinas da
célula hospedeira. Todos os componentes celulares, fungbes moleculares e processos biologicos
seguiram esse mesmo padrdo. Por outro lado, a quantidade de proteinas de MAYYV aumentou no
decorrer das 48h de infeccdo. As proteinas de A. aegypti que sofreram regulacdo positiva se
mostraram importantes para a replicacdo viral. Entre elas, estdo o fator de transcricdo HCFC1,
chaperonas, sinaptobrevinas, enolase fosfatase el, ATP sintase, entre outras. Os dados do presente
estudo sdo coerentes com dados de estudos protedmicos prévios sobre arbovirus como Dengue
virus e Chinkungunya virus e seus vetores. Além de sugerir um padrdo entre as proteinas essenciais
para replicacdo de diferentes arbovirus, esses dados apontam proteinas candidatas para futuros

experimentos de validacdo biologica.

Palavras-chave: A. aegypti, MAYYV, espectrometria de massas, proteinas reguladas.

39



Abstract

Mayaro virus (MAYYV) is an arbovirus belonging to the genus Alphavirus, family
Togaviridae. MAYV currently has almost restricted circulation to Latin America, however, in
addition to being transmitted by Haemagogus spp., other mosquitoes genera are also efficient in its
transmission. Aedes aegypti is one of them, what enhances MAYYV potential for distribution.
Inefficient strategies to control arbovirus vectors have led to the need to better understand the
molecular aspects of virus-vector interaction in an attempt to develop tools to prevent viral spread.
Since proteins are the main mediators of communication between cellular processes, a proteomic
analysis of A. aegypti Aag-2 cells during MAYYV infection was performed in this chapter in order to
elucidate fundamental aspects of the virus-vector interaction for viral replication. After mass
spectrometry of infected and uninfected cells, a decrease in host cells proteins was identified. All
cellular components, molecular functions and biological processes showed this same pattern. On
the other hand, the amount of MAYYV proteins increased during the 48 hours of infection. The A.
aegypti proteins that underwent positive regulation proved to be important for viral replication.
Among them are the host cell factor C1, chaperones, synaptobrevins, enolase phosphatase el, ATP
synthase and others. Data from the present study are consistent with data from previous proteomic
studies on arboviruses such as Dengue virus, Chinkungunya virus and their vectors. In addition to
pointing out a certain pattern among the essential proteins for different arboviruses replication,
these data indicates candidate proteins for future biological validation experiments.

Key-words: A. aegypti, MAYV, mass spectrometry, regulated proteins.
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3.2. INTRODUCAO

O Mayaro virus (MAYYV) é um arbovirus classificado no género Alphavirus, familia
Togaviridae (Napoledo-Pego et al., 2014). O virus foi primeiramente identificado em 1954 na
ilha de Trindade, na America Central, e infecta predominantemente pessoas na America
Latina. Assim, 0 MAYV causa uma doenca que € historicamente negligenciada, apesar de ja
ter causado epidemias em diferentes paises, inclusive o Brasil (Oliveira Mota et al., 2016).
Apesar de ser transmitido predominantemente por mosquitos Haemagogus spp., 0 MAYV
também pode ser transmitido por mosquitos de outros géneros, como o Aedes aegypti
(Esposito & Fonseca, 2017). Por ter se mostrado um vetor muito competente de transmissdo de
diversos virus e por ser abundante em todo o territorio brasileiro, 0 A. aegypti é uma ameaca a

salde publica (Franz et al., 2015).

Assim como os outros alfavirus, 0 MAYV possui genoma de RNA fita simples senso
positivo de aproximados 12kb que codifica uma poliproteina estrutural e uma poliproteina ndo-
estrutural. Ambas sofrem clivagem ao longo da infec¢do por proteases virais e do hospedeiro,

produzindo assim as proteinas estruturais e ndo-estruturais (Napoledo-Pego et al., 2014).

O MAYYV causa sintomas muito semelhantes aos do flavivirus Dengue, com cerca de
1% dos casos clinicamente diagnosticados como Dengue no Norte da América do Sul podendo
ter sido causados, na realidade, por MAYV (Napoledo-Pego et al., 2015). Além da artralgia,
sintoma caracteristico de alfavirus artritogénicos, ja foram reportados sintomas como febre, dor
abdominal, fotofobia e vertigem em pessoas infectadas por MAYV (Oliveira Mota et al.,
2016).

No estudo de arbovirus, culturas celulares sdo amplamente utilizadas para estudar
aspectos moleculares da interacdo virus-vetor (Alves & Guimardes, 2013). Extraida
originalmente de embrides de A. aegypti, a linhagem celular Aag-2 representa um bom modelo
para estudo desse vetor (Walker et al., 2014). Além de culturas celulares serem facilmente
reprodutiveis e homogéneas, as células Aag-2 apresentam perfil imunolégico similar ao do

mosquito A. aegypti inteiro (Barletta et al., 2012).
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Durante a infeccdo, a maquinaria da célula hospedeira € utilizada para permitir a
replicacdo viral. Dessa forma, o proteoma das células pode sofrer modificacGes significativas
ao longo do tempo (Roepstorff, 2012). Por serem as principais mediadoras de processos
metabdlicos e de comunicacao, as proteinas sdo um alvo adequado para estudos moleculares da
interacdo virus-vetor (Anderson et al., 2016). A espectrometria de massas, nos ultimos anos,
tem se tornado uma metodologia fundamental no estudo de proteomas. As trés principais
etapas de uma analise no espectrémetro de massas incluem, além da preparacdo da amostra
bioldgica, o fracionamento da mistura de proteinas (bottom up) ou peptideos (top down), a
espectrometria de massas e a analise bioinformatica (Yu et al., 2010). Na andlise protedbmica
label-free, é possivel a identificacdo e uma quantificacao relativa da abundancia das proteinas
(Asara et al., 2008).

Uma série de estudos focados na interacao virus-vetor que utilizam espectrometria de
massas ja foram publicados, como 0 que compara a expressdo proteica de células de A.
albopictus C6/36 durante infeccdo por Zika virus (Xin et al., 2017). Contudo, até entdo, ndo ha
estudos envolvendo uma analise dindmica do proteoma de células Aag-2 de A. aegypti durante
infeccdo por MAYV. Tal estudo pode auxiliar a esclarecer alguns aspectos moleculares unicos
da interacdo virus-vetor, visto que, no vetor artropode, os arbovirus permanecem em infeccéo
persistente sem causar doenca (Cheng et al., 2017). Identificar a nivel molecular os
componentes da interagdo virus-vetor na durante replicacdo pode auxiliar a desenvolver novas
estratégias para blogquear a amplificacdo viral, assim como a disseminacdo de doencas causadas

por alfavirus.

3.3. OBJETIVOS

Objetivo geral

-> Elucidar aspectos moleculares da interacdo arbovirus-vetor por meio da deteccdo de
proteinas diferencialmente abundantes em células de A. aegypti (Aag-2) durante a infec¢do por
MAYV.
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Objetivos especificos

-> Infectar células Aag-2 com MAYYV para extracdo de proteinas total, assim como em

células ndo infectadas.

-> Realizar espectrometria de massas label-free de células Aag-2 durante infecgdo por
MAYV.

-> ldentificar proteinas de A. aegypti que sejam positivamente ou negativamente

reguladas e que estejam potencialmente envolvidas na replicacdo e na transmissdo do MAYV.

3.4. MATERIAIS E METODOS

Estabelecimento de cultura celular: Células Vero (rim do macaco-verde africano
Cercopithecus aethiops) foram mantidas em meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
High Glucose (Sigma) com 10% de soro fetal bovino (FBS: fetal bovine serum) e 10%
penicilina + streptomicina 100U/ml (PenStrep) a 37°C e suprimento de CO2 a 5%. Nas células
Vero infectadas foi adicionado acido 4 - (2 - hidroxietil) - 1 - piperazinoetanossulfonico
(HEPES) a 25mM. As células Aag-2 (embrido de A. aegypti) foram mantidas em meio de
cultura Schneider’s Drosophila Medium (Gibco by Life Technologies) com 10% FBS e
PenStrep 100U/ml. Ja a linhagem C6/36 (larva de A. albopictus com deficiéncia na maquinaria
de iRNA) foi cultivada em meio TC100 10% FBS (Vitrocell Embriolife). Ambas as células de
mosquito foram cultivadas a 28°C. Nas passagens de célula de mamifero, foi realizada lavagem
com tampéo fosfato salino (PBS) 1X e as células foram desaderidas com Tripsina-EDTA 0,25%
(Sigma) a 37°C. Quando necessario, as células foram contadas com o Countess Automated Cell

Counter (Invitrogen™),

Confirmagéo da infectividade de MAYV em células de mamifero (Vero): Células Vero em

frascos T25 foram infectadas com 100ul da amostra de MAYYV da cidade de Campos (RJ -
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2015) cedida pelo Instituto Oswaldo Cruz (IOC- Fiocruz- RJ). Trés dias depois, 0 sobrenadante
foi coletado e armazenado a -80°C para futuras infeccdes. As células foram ressuspendidas com

Iml de TRIzol (Invitrogen™) para a extracao de RNA.

Extracdo de RNA para posterior deteccdo de MAYV por RT-PCR: A extracdo de RNA das
células infectadas seguiu as recomendac@es do fabricante conforme descrito a seguir. As células
ressuspendidas em TRIzol foram incubadas por 5min a temperatura ambiente. Um volume de
200 pl de cloroférmio foi adicionado por microtubo para separacdo das fases. Os tubos foram
agitados com vigor, deixados por 2min a temperatura ambiente e centrifugados a 12.000g
durante 15min a 4°C. Apos remocdo do isopropanol, o precipitado foi lavado com 1ml de etanol
75% gelado e centrifugado a 7.500g por 5min a 4°C. Apds remocdo do etanol, o precipitado
(RNA) foi ressuspendido com 30ul de agua estéril e armazenado a -80°C. A quantificacdo do

RNA foi feita com o espectrofotdmetro NanoVue Plus Spectrophotometer (GE Healthcare).

Transcricdo reversa para sintese de cDNA: Para sintese da primeira fita de cDNA, foi
adicionado em um microtubo (de 200ul) 1ul de primers randémicos, 3ul de RNA, 1ul de
desoxinucleotideo trifosfatado (ANTP) e 7ul de agua estéril, incubados a 65°C por 5min e no
gelo por 1min. Em seguida, foram adicionados 4pl do Buffer First Strand (Invitrogen™), 2ul de
ditiotreitol (DTT) e 1ul de inibidor de RNAse. Apds adicdo de 1ul da enzima M-MLV

(Invitrogen™), os tubos foram incubados a 25°C por 10min, 37°C por 50min e 70°C por 10min.

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR): Em um volume final de 25ul de reacdo, foram
adicionados 2,5ul Buffer 10x, 0,5ul MgCly, 0,5ul dNTP, 0,5ul primer Forward, 0,5ul primer
Reverse, 1ul do cDNA produzido na etapa anterior, 0,125ul Taq DNA polimerase e 17,4ul de
agua estéril. O ciclo de amplificacdo encontra-se na Tabela 3.1. As sequéncias dos pares
oligonucleotideos especificos para amplificacdo da regido E2-E3 do Envelope do MAYYV estéo
listadas na Tabela 3.2. Os produtos de PCR com tamanho estimado de 1,5kb foram visualizados
por eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio.
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Tabela 3.1. Ciclo para amplificacdo da regido E2-E3 do gene do
Envelope de MAYV.

Etapa Temperatura Tempo
Desnaturacio Inicial 94°C 3 min
Desnaturagio 94°C 30 seg
35x = Anelamento Tm* 30 seg
Extensio 72°C Imin 45seg
Extensio Final 72°C 10 min
hold 12°C o

Tabela 3.2. Oligonucleotideos especificos usados para amplifica¢do
parcial do genoma do virus MAYV.

Identificagdo Sequéncia 5’-3’ T de anelamento | Sequéncias base
(NCBI)

MayE F GCR GCY YCG ACA GTG ACA GCY 69°C

AT KM400591

AF237947

MayE R TGCATGYGCTTT CGG TGCRC KT 818520
65°C

* R=A ou G (puRine), Y=Cou T (pYrimidine) , K= G ou T (Keto). Fonte: IUPAC.

T de anelamento= temperatura de anelamento.

Propagacéo viral em células C6/36: Apos confirmacgéo da infectividade do isolado de MAYV
em células Vero, os virus foram propagados em células C6/36 para posterior titulacdo viral.
Frascos T75 com células C6/36 em 15ml de meio foram infectados com 450ul de sobrenadante
de ceélula Vero previamente infectado. Ap6s 3, os sobrenadantes foram entdo coletados,

centrifugados a 5000rpm por 10min e armazenados a -80°C. O estoque de MAYYV ja havia
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sofrido 2 passagens em células Vero, resultando ainda em amostras virais com baixo nimero de

passagens n= 3. Amostras do sobrenadante infectado foram coletadas para titulacao.

Titulacdo viral por End-Point Dilution Assay: Primeiramente, as amostras foram diluidas
serialmente 9 vezes em 90ul de meio DMEM high glucosel0% FBS 10%PenStrep
HEPES25mM. Apos passar por lavagem e tripsinizacdo de um frasco T25 confluente com
células Vero, 14ml de meio DMEM high glucose10% FBS 10%PenStrep HEPES25mM foram
adicionados. Em cada diluigdo viral foram acrescidos 90ul de células Vero em suspensdo. Em
microplaca do tipo Terasaki com 60 poc¢os (Greiner Bio-One), foram adicionados 10ul de cada
diluicdo ao longo dos 6 pocos de cada fileira. As placas Terasaki foram incubadas a 37°C por
trés dias. O efeito citopatico nas células Vero infectadas com MAYYV foi observado sob
microscopio de luz. Para o célculo o TCID50, foi utilizado o TCID50 Calculator (V2.1 —
20.01.2017_MB) adaptado por Marco Binder (https://www.coursehero.com/file/32643536/
TCID50Calculatorxls/).

Cinética de crescimento para escolha do MOI e dos pontos de coleta das células: Para
avaliar a dindmica da producdo de particulas virais de MAYYV pelas células Aag-2, placas para
cultura de células com 12 pogos (Kasvi) contendo 10° células em cada poco em meio
Schneider’s a 28°C foram infectadas com MAYYV nos MOI= 0,1 e 1. O seeding das células se
deu 16h antes da infeccdo e, 90min pds infeccdo, o meio de cultura foi trocado. Com 24hpi,
48hpi e 72hpi o sobrenadante foi coletado para titulacdo viral, a qual foi realizada por End-Point
Dilution Assay. Ao final das titulacoes, foi escolhido MOI = 1 para MAYV com coleta final de
48hpi.

Infeccdo de células Aag-2 com MAYV: Apos definicdo do MOI e dos tempos de coletas, seis
frascos T25 contendo 2,2x10° células Aag-2 foram infectados com MAYV em MOI=1, enquanto
trés frascos permaneceram ndo infectados (Tabela 3.3). Apds 90min de infec¢cdo, o0 sobrenadante
foi recolhido e foram adicionados 5ml de meio de cultura novo. As coletas foram realizadas em 0Oh,

12h e 48h pos-infecgdo, todas em triplicata biologica.


https://www.coursehero.com/file/32643536/

Tabela 3.3. Tempos de coleta das células Aag-2 para espectrometria
de massas. Foram utilizadas 2x10° células Aag-2 em cada triplicata
bioldgica.

MAYV (MOI=1)

Primeira coleta, t=0h: células ndo-infectadas (triplicata)

Segunda coleta, t=12hpi: células infectadas (triplicata)

Terceira coleta, t= 48hpi: células infectadas (triplicata)

Extracdo de proteinas totais das células coletadas: As células coletadas de cada frasco foram
entdo ressuspendidas em 5ml de PBS 1x e centrifugadas a 3000rpm por 5min. O sobrenadante foi
entdo descartado e o pellet foi lavado com PBS1x, seguido por duas centrifugacdes a 3000rpm por
5min. Por dltimo, as células foram vortexadas em 500ul de ureia 8M com inibidores de proteases.

As amostras foram armazenadas a -80°C em microtubos low binding.

Preparacdo das amostras para espectrometria de massas: Para espectrometria de massas top-
down label-free, as amostras devem passar por 5 etapas de processamento, além da quantificacdo
final. S&o essas etapas: 1) sonicacdo - as células ressuspendidas em ureia foram submetidas a seis
etapas de sonicacdo de 10seg com intervalos de 10seg para quebrar as moléculas de DNA. Em
seguida, as amostras devem sofrer 2) reducdo - para que as pontes dissulfeto das proteinas sejam
desfeitas, ditiotreitol (DTT - Sigma Aldrich) 25mM diluido em bicarbonato de trietilamonio
(TEAB - Sigma Aldrich) deve ser adicionado as amostras e incubado a 48°C por 90min. A fim de
evitar que tal processo seja naturalmente revertido, € necessaria uma etapa de 3) alquilacédo -
iodoacetamida 100mM diluida em TEAB foi adicionada em cada amostra e incubada no escuro por
1h. Para a 4) digestao triptica - das proteinas extraidas foi utilizada a Sequencing Grade Modified
Trypsin (Promega) na propor¢do de 1ug de enzima para cada 50ug de substrato. Apds 24h, as
amostras foram entdo secas a vacuo e ressuspendidas em 200ul de tampdo loading (acido
trifluoroacético - TFA1%). 5) Dessalinizagdo: nesse processo, seis pequenas camadas de
membrana C18 foram colocadas em uma ponteira de 200ul. A ponteira foi colocada dentro de um
microtubo para centrifugacéo a velocidade maxima até que todo o flow through fosse descartado.
Foram adicionados 100l de metanol na ponteira com a membrana C18, a qual foi centrifugada por

1000g até que a totalidade do liquido passasse pela membrana. O passo foi repetido. O mesmo
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procedimento foi realizado para 100ul de tampédo D (80% acetonitrila 0,5% acido acético v/v) e
100ul de tampéo A (0,5% acido acético v/v). As amostras foram entdo ressuspendidas em tampéo
loading e aplicadas na membrana C18. Uma centrifugacdo a 900g foi realizada até que todo o
liquido passasse pela membrana. Em seguida, as amostras foram lavadas com 100yl de tampédo A e
centrifugadas a 1000g até que o liquido todo passe pela membrana, sendo esse passo realizado duas
vezes. Nas etapas de eluicdo, foram utilizados microtubos low binding para coletar a amostra. Na
eluicdo sequencial, todas as centrifugacGes foram feitas a 600g até que todo o tampdo passasse pela
membrana. Foram adicionados, sequencialmente e intercalados com centrifugagdes, 20ul de
tampdo B (acetonitrila 25% v/v, 0,5% acido acético v/v), 20ul de tampdo C (acetonitrila 250% v/v,
0,5% éacido acético v/v), 20ul de tampéo D (acetonitrila 80% v/v, 0,5% acido acético v/v) e 20ul de
acetonitrila 100% v/v. Os tampdes de eluicdo seguem um gradiente de hidrofobicidade para que
peptideos com caracteristicas diversas sejam liberados da membrana. Todas as solugcdes devem ter
grau de pureza LC. As amostras foram entdo armazenadas a -80°C e quantificadas. 6)
Quantificacdo - os peptideos foram secos a vacuo e ressuspendidos em 25ul de acido férmico
0,1% (v/v) em agua MilliQ para quantificagdo no Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen™) com o kit
Qubit® Protein Assay.

Espectrometria de massas label-free: A anélise das amostras se deu no sistema de cromatografia
liguida nano-UPLC-Dionex 3000 (Thermo Fisher Scientific) acoplado online com um
espectrometro de massas Orbitrap Elite™ (Thermo Scientific). Para a analise qualitativa label-free
foram utilizados 4ug de peptideos digeridos em 8ul de acido formico 0,1% (v/v), os quais foram
inseridos no cromatdgrafo equipado com uma coluna tipo trap de C18 (100um x 3cm com
particulas de 5 pm/100A) e uma coluna C18 analitica (75um x 35cm com particulas de 3um/100A).
Os peptideos foram eluidos da coluna analitica diretamente para o espectrdmetro de massas sob
ionizacdo ESI. A corrida teve uma duracdo de 50min com gradiente de 2% a 35% de solvente B
(0.1% (v/v) &cido férmico em acetonitrila). Os espectros de massa molecular foram adquiridos no
modo Data-Dependent Acquisiton (DDA) e controlados pelo software Xcalibur 2.0 (Thermo Fisher
Scientific). O ciclo de aquisicdo DDA possui um alcance de razdo massa/carga (m/z) de 350 a 1650
e resolucdo de 120.000 para 0 MS1 (primeiro estagio de analise de massas). Os ions precursores
mais abundantes foram entdo fragmentados por colisdo induzida por dissociagdo (CID) com
exclusdo dindmica de 90s e energia de colisdo normalizada para 35%. Os fragmentos resultantes

foram detectados por meio de um sistema ion trap.
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Quantificacdo relativa, identificacdo das proteinas e seu contexto biologico: a andlise
protedmica qualitativa foi realizada com trés grupos de células: ndo infectado, com 12h de infec¢édo
e com 48h de infeccdo, todos em triplicata bioldgica. A quantificacdo relativa das proteinas foi
realizada com o software Progenesis QI Proteomics software (versdo 1.0; Non-Linear Dynamics).
Os espectros foram alinhados e quantificados com base na alta acuracia de massas dos eventos
MS1. Mudangas relativas nos niveis de expressdo foram calculadas para cada peptideo identificado
comparando as areas dos picos, usando os ions obtidos do cromatograma. Para identificacdo dos
peptideos, os espectros MS/MS com p-valor abaixo de 0,05 no teste estatistico ANOVA foram
exportados como arquivos genéricos Mascot (.mgf) e pesquisados com o software PEAKS Studio
7.0 (Bioinformatics Solutions) usando um banco de proteinas de A. aegypti e MAYYV obtidos no
UniProt (acessado em 02/12/ 2018). Os parametros utilizados foram tolerancia de massa de
peptideo de 10ppm, tolerdncia de fragmento de massa de 0,5Da e duas clivagens perdidas
permitidas. Oxidacdo de metionina e acetilacdo proteica N-terminal foram especificadas como
modificacbes variaveis, enquanto carbamidometilacdo de cisteinas foi tomada como modificacdo
fixada. Os peptideos e proteinas diferencialmente expressos foram os que possuiram taxa de falso
descobrimento (FDR) menor que 1%. As identificagbes foram novamente importadas para o
software Progenesis QI para quantificacdo proteica. Apenas proteinas com no minimo um peptideo
unico foram consideradas para as analises subsequentes. Peptideos com conflitos foram deletados
automaticamente e manualmente validados de acordo com o seu score, peptide score e perfil de
abundancia. ApGs essa etapa, 0s peptideos que permaneceram com conflitos foram excluidos da
quantificacdo. A analise de componente principal (PCA) foi realizada tanto a nivel peptidico
quanto proteico para avaliar se o agrupamento das triplicatas era mais evidente do que o
agrupamento das condi¢des, como também para detectar a presenca de eventuais outliers. As
triplicatas foram mensuradas para todas as condigdes para verificar a reproducibilidade do
experimento. Apods as identificacdes pelo PEAKS, as sequéncias de aminodcidos das proteinas
foram submetidas ao Blast2GO e ao BlastKOALA (http://www.kegg.jp/blastkoala/), ferramenta
do programa KEGG. Assim, foi possivel a visualizagdo das proteinas em seus contextos bioldgicos.
Para andlise da modulacdo viral sobre as proteinas secretadas por vias classicas e ndo classicas em
células Aag-2, foram utilizados, respectivamente, 0S softwares SignalP
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) e SecretomeP
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP/). O Metaboanalyst foi utilizado para normalizacéo e
clusterizacdo dos dados, assim como para a analise de componente principal e o heatmap. A anélise
STRING de interacGes proteina-proteina foi realizada com o programa STRING v. 11.0
(https://string-db.org/).
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3.6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Infectividade e cinética de crescimento de MAYV em células Aag-2 (A. aegypti)

Por apresentar efeito citopatico de fécil visualizacdo, células Vero foram
primeiramente infectadas com o isolado de MAYV recebido a fim de confirmar sua
infectividade. Apds extracdo do RNA total das células infectadas, uma RT-PCR foi realizada
para confirmacdo do virus. Foi gerada uma banda de 1,5kb correspondente a regido E2-E3 do
gene do envelope viral (Figura 3.1). O MAYYV foi propagado em células C6/36 para gerar
titulos mais altos de particulas infecciosas.

Figura 3.1. Eletroforese
em gel de agarose da
amplificacdo do Envelope
de MAYV a partir do
RNA extraido de células
Vero. Marcador de DNA:
Ladder 1kb (Ludwig),
primeira coluna.

1500pb
e

Para virus animais, a razdo entre particulas ndo-infecciosas e infecciosas pode ser
muito alta (Brown & Hernandez, 2012). Assim, saber o nimero total de particulas que tém a
capacidade de gerar uma infec¢do produtiva € importante. Apés infeccdo de células C6/36

com sobrenadante infectado de células Vero, a titulacdo viral foi realizada (Figura 3.2).
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A. ndo-infectado B. MAYV

Figura 3.2. Efeito citopatico do MAYYV em célula Vero. Imagens
obtidas por microscopia de luz de placas do tipo Terasaki contendo
células Vero ndo-infectados (A) e infectadas (B) com MAYV.
Objetivas 20x.

Em seguida, na cinética de crescimento, foi avaliada a capacidade de células Aag-2 de
A. aegypti em produzir novas particulas de MAYV. Foram testados para infeccdo os MOI 0,1
e 1, com tempos de coleta 24hpi, 48hpi e 72hpi para titulacdo. Nas células infectadas com
MOI=1, houve formac&o de sincicios com 3dpi (Figura 3.3).

A. ndo-infectado B. MAYV

Figura 3.3. Células Aag-2 mock (A) e infectadas com MAYV
em formacéao de sincicios com 3dpi (B).

O tempo ideal de coleta pds-infeccdo das células Aag-2 para espectrometria de massas
corresponde as horas pds-infeccdo (hpi) com elevada producdo de particulas virais

combinada com menor efeito citopatico aparente. Os resultados da cinética de crescimento
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sdo apresentados nos graficos a seguir (Figura 3.4). Apds cinética de crescimento, foi
observado que o pico da producdo de particulas virais infecciosas ocorre em 48hpi. Nesse
sentido, os pontos de coleta para a analise protedmica foram escolhidos dentro do intervalo 0
— 48hpi. Foram definidos entdo os tempos Oh (ndo-infectado), 12hpi 48hpi, para que fosse
possivel uma observacdo da mudanca gradual no proteoma. As amostras referentes a cada

condicdo foram preparadas em triplicata.

- MAYV

3 3.0x10°-

3 MOI = 1

't -~ MOI=0,1 Figura 3.4. Cinetica
2 2.0x103 de crescimento de
;2 MAYV em células
> ' .
o [ Aag-2. Gréfico feito
- 1.0x103-

g com o0 software
3 GraphpPad Prism 6.
€

] 0 ¢ i :

& 24h 48h 72h

horas pés-infecgao

O fato da célula Aag-2 ter amplificado o MAYV ja é um ponto a ser considerado. De
acordo com Roberts e colaboradores (2017), que estudaram a replicacdo do alfavirus CHIKV
em uma série de linhagens celulares de mamiferos e de mosquitos, a linhagem Aag-2 nédo
seria apropriada para esse virus. Por outro lado, Goertz et al. (2017) conduziu seu
experimento com cultura de Aag-2 co-infectada com Zika virus (ZIKV) e CHIKV. No
presente trabalho, as células Aag-2 produziram um titulo de MAYV semelhante ao de
Goertz et al. (2017), porém, utilizando um MOI 10x maior. Contudo, é de se esperar que
Aag-2 realmente ndo produza titulos altos ja que, além de possuir uma relacéo de persisténcia
com o virus, ndo possui deficiéncias na maquinaria de RNAi como a linhagem C6/36. Além
disso, ambos os estudos citados utilizaram em seus experimentos clones infecciosos de

CHIKYV e ndo um isolado viral, o que pode causar uma diferenca na producdo de virions.
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Analise bioinformatica dos dados da espectrometria de massas

ApOls espectrometria de massas, uma analise de componente principal (PCA) foi
realizada tanto a nivel peptidico quanto a nivel proteico para avaliar a qualidade do
agrupamento das triplicatas bioldgicas. Pode-se observar no gréfico que as amostras formam

grupos coerentes dentro de cada condicdo (Figura 3.5).

Scores Plot

& 12hpi
® 48hpl
® Control

15

10

o Figura 3.5. PCA do
agrupamento das triplicatas de
o células Aag-2 dentro de cada
condigdo do experimento. A
sombra lilas englobas as células
coletadas Ohpi (ndo-infectadas).
Em vermelho e  verde,

¢] respectivamente, as  células
o coletadas 12hpi e 48hpi.

PC2(25.7 %)

PC 1 (516 %)

O namero total de proteinas de A. aegypti identificadas cai com o passar do tempo de
infeccdo, ao passo que a quantidade de proteinas virais aumenta (Figura 3.6). O resultado era
esperado, visto que as células hospedeiras sdo manipuladas para facilitar a replicacéo viral e
muitas delas morrem nesse processo, tendo assim suas proteinas degradadas. Apds analises
estatisticas para filtragem das proteinas candidatas com baixa confiabilidade, foram
identificadas 191 proteinas diferencialmente abundantes e significativas (ANOVA com p-
valor < 0,05) ao longo dos trés tempos de coleta do experimento (Material Suplementar).
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Figura 3.6. Numero total de proteinas
identificadas do MAYV (vermelho) e de células
Aag-2 (azul) ao longo dos tempos de infec¢éo.

Uma vez identificadas, as proteinas de A. aegypti foram classificadas de acordo com
sua funcdo molecular, componente celular e processo bioldgico a que pertencem (Figura
3.7). Pode-se verificar, de acordo com o namero total de identificaces, que o nimero total de
proteinas pertencentes a cada subdivisdo também € decrescente durante a infeccdo por
MAYYV, com excegdo de componentes celulares mitocondriais internos. Assim, com a morte
das células, todos os componentes, processos e fungbes da célula sofrem degradacao.
Contudo, ha algumas proteinas que foram super expressas ao longo da infeccdo (Material
Suplementar), sugerindo que elas tenham importante participacdo na dinamica viral. Assim,
as proteinas que serdo discutidas a seguir seguem padrdo de abundéncia, estando mais

abundante nos tempos de infecgdo do que no controle ndo-infectado.
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Figura 3.7. Numero total de proteinas identificadas de células Aag-2
ao longo dos tempos de infeccdo por MAYYV, de acordo com suas
fungBes moleculares (A), processos biolégicos (B) e componentes
celulares (C) a que pertencem. O eixo x indica as subdivisdes de cada
classificacéo e o0 eixo y, 0 nimero de identificaces.
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tempos de infecgdo (Figura 3.8), pode-se notar que o padrdo de abundéncia no tempo de 12h
assemelha-se mais ao padrdo do controle (ndo-infectado) do que ao padrdo de 48hpi. Sabe-se
que o ciclo citoplasmatico de replicacdo dos alfavirus € rapido, durando cerca de 4h (Oliveira
Mota et al., 2015). Apesar de alteracdes terem sido observadas ja em 12hpi, uma maior
mudanca no perfil proteico foi mais claramente identificada apds longos periodos de infec¢do
(48h). Tal resultado € esperado, ja que tanto a reducdo ou 0 aumento da abundancia de

Tempo de replicagéo viral

De acordo com o heatmap da abundancia de proteinas de A. aegypti ao longo dos

proteinas, em geral, torna-se acumulativo durante o processo infectivo.

class
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e de mosquito, evidenciando que 0s receptores podem ser estruturas comuns a esses tipos de
animais (Brown & Hernandez, 2012). Além da endocitose mediada por clatrina, alguns

0s

0.5

T " T
Controle 12hpi 48hpi

Proibitina

Sabe-se que virus como 0 MAY'V conseguem infectar culturas de células de mamifero

Figura 3.8. Proteinas
diferencialmente
abundantes nos  trés
tempos de coleta das
células Aag-2 infectadas
com MAYV. Apenas as
40 proteinas com 0s
menores p-valor no teste
ANOVA estéo
representadas. A escala de
abundancia varia entre
azul (menos abundante) e
vermelho (mais
abundante). Fold change:
-1,5 > 15.
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receptores de membrana também ja foram identificados como importantes para a endocitose
de particulas de alfavirus (Oliveira Mota et al., 2015). No presente estudo, a proibitina esta
entre as proteinas de células Aag-2 que foram identificadas como mais abundantes no tempo
de 48h pds infecgdo (codigo do UniProt Q1HR13). Essa proteina foi caracterizada como
receptor e mediador da entrada do virus da Dengue (sorotipo 2) em células de A. aegypti e de
A. albopictus (CCL-125 e C6/36, respectivamente) (Kuadikitkan et al., 2010). Além disso,
experimentos mostraram a proibitina como um dos mediadores da internalizagdo de
particulas de CHIKV em diferentes linhagens de células de mamifero, apesar de ainda néo se
saber o seu papel exato nesse contexto (Wintachai et al., 2012). Afirma-se também que tal
receptor poderia mediar a internalizacdo de multiplos virus (Wintachai et al., 2012). Assim,
supde-se que a proibitina também seja um mediador da internalizacdo de MAYV em células
Aag-2 de A. aegypti.

Por serem utilizados para a internalizacdo dos virus, os receptores de membrana, assim
como sua distribuicdo no organismo, determinam o tropismo dos virus por diferentes tipos
celulares (Nathanson, 2014). A existéncia de multiplos receptores, assim como de co-
receptores, pode dificultar a identificacdo de um padrdo de tropismo. Em relacdo ao MAYYV,
ja foi identificado tropismo por macréfagos (Cavalheiro et al., 2016). Baseando-se nos
sintomas de febre, artralgia e erupcdo cuténea da infeccdo por MAYV, ndo se pode descartar
a hipdtese de que ele apresente tropismo por outros tipos celulares, assim como diferentes

receptores e mecanismos de internalizag&o.

o Sinaptobrevinas e vias alternativas de secrecéo

Entre as proteinas de Aag-2 mais abundantes no tempo de 48hpi, estd uma proteina da
familia das sinaptobrevinas (codigo do UniProt Q1HQY?2), ou VAMPs (do inglés, vesicle-
associated membrane proteins). As VAMPs sdo componentes integrais de membrana que
medeiam a secrecdo de vesiculas (Bhattacharya et al., 2002). No processo de maturacao de
paticulas, os alfavirus sdo montados em vacuolos de via exocitica em células de mosquito
(Gliedman et al., 1975). De fato, Jose e colaboradores (2017) mostraram que o brotamento
de alfavirus ocorre tanto na membrana plasmatica quanto em vesiculas internas. Assim, o
budding de novas particulas virais por vias exociticas pode explicar uma crescente expressao

de VAMPs com 12h e com 48h po6s infecgdo. De acordo com a cinética de crescimento, no
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tempo de 48h foi observada a maior producédo de particulas virais infecciosas, o que pode

justificar o pico de abundancia da VAMP em 48hpi.

Além do mais, ao avaliar as vias de secrecao utilizadas pelas células de A. aegypti ao
longo dos tempos de infeccdo, observou-se que as vias de secrecdo ndo convencionais vao
sendo ativadas em detrimento das vias classicas (Figura 3.9). Em células eucarioticas, sdo
consideradas proteinas secretadas por vias classicas aquelas que possuem um peptideo sinal
N-terminal que as direcionam para um sitio de translocacdo no reticulo endoplasmatico
(Nickel, 2003). Essas proteinas sdo entdo transportadas por vesiculas até o complexo de
Golgi antes de chegarem a membrana citoplasmatica e serem secretadas. Ja as vias secretorias
ndo convencionais, ou ndo classicas, envolvem proteinas que ndo possuem um peptideo sinal
para direcionamento ao Golgi, representando alguns mecanismos diferentes de secrecéao
(Nickel, 2010). Dessa forma, é sugerido que durante a infeccdo, as células Aag-2 deixem de
conduzir o seu metabolismo normal para trabalhar em funcdo das proteinas virais, as quais

podem ser secretadas por vias alternativas.
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Figura 3.9. Abundancia relativa de proteinas preditas de células Aag-2
secretadas por vias ndo convencionais (SecretomeP) e por vias classicas
(SignalP) ao longo dos tempos de infecgdo por MAYV.

. Host cell factor C1

Em 12hpi, foi encontrado super expresso o fator de transcricdo Host cell factor C1
(HCFC1, codigo do UniProt AOA1S4FKS6). Em humanos, o HCFC1 esta envolvido na
transcricdo de genes imediatos do Herpes simplex virus, pertencente a familia Herpesviridae
(Vogel & Kiristie, 2013). Esse virus possui material genéetico de DNA e replicacdo nuclear

(Copeland et al., 2009). Nesse contexto, 0 HCFC1 humano forma um complexo proteico com
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o0 DNA viral ainda no citoplasma mediado pela proteina viral VP16 e o direciona para o
nucleo, comandando a expressdo das proteinas imediatas (Vogel & Kristie, 2013). De acordo
com Freiman & Herr (1997), tal associacdo VP16-HCFC1 também acontece em
invertebrados, sugerindo que seja uma interacdo evolutivamente conservada. Dessa forma,
supde-se que o HCFC1 de A. aegypti possa exercer também uma funcdo de ligacao a outro
tipo de material genético. E possivel também que ele apresente outras funcdes além

carreamento para o nlcleo, apesar de nao se saber ao certo qual.

. Enolase fosfatase el

A enolase fosfatase el (ENOPHEL), outra proteina super expressa ao longo da
infecgdo por MAYYV (cddigo do UniProt AOA2K7P685), é uma enzima envolvida na via de
salvacdo da metionina. Tal processo catalisa a conversdao da metiladenosina de volta a L-
metionina (Nozaki et al., 20015). Um dos resultados dessa via é a producdo de poliamina,
uma proteina essencial para o desenvolvimento e para o bom funcionamento celular (Ge et
al., 2008). A super expressdo dessa enzima ja foi encontrada em cultura de células de A.
albopictus infectadas com DENV e com CHIKV (Patramool et al., 2011; Lee & Chu, 2015).
Entretanto, ao realizar o nocaute do gene da ENOPHEL, Lee & Chu (2015) observaram
aumento na titulacdo de CHIKV. Tal fato sugere que, além de ser importante para a célula,
possivelmente como um mecanismo anti estresse, a ENOPHE 1 pode ser importante para a

conducdo da replicacdo viral pela célula hospedeira.

o Demanda energética

Entre as 191 proteinas estatisticamente significativas da espectrometria de massas, 9
estdo associadas a producédo de energia pela via glicolitica. Dessas, 4 foram positivamente
reguladas ao final de 48hpi: a frutose-bifosfato aldolase, a triose-fosfato isomerase, a
gliceraldeido-trifosfato desidrogenase e a enolase. Por outro lado, a triose-fosfato
isomerase, a fosfoglicerato quinase e a fosfoglicerato mutase foram menos abundantes ao
longo da infeccdo (Figura 3.10). Para infecgéo causada por Influenzavirus, ja foi identificado

que o aumento na atividade glicolitica seria causado pelo rompimento da membrana
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mitocondrial (Ritter et al., 2010). Assim, a concentracdo de ATP cai e a célula precisa ativar
a via de sinalizacdo da glicolise para repor energia. De fato, a subunidade alfa da ATP
sintase de A. aegypti (codigo do UniProt Q1HRQ7) foi encontrada super expressa ao longo
da infeccdo por MAYV. Da mesma forma, foi anteriormente identificado que a subunidade
beta da ATP sintase é também super expressa em células de A. albopictus infectadas com o
alfavirus CHIKV (Lee & Chu, 2015). Tem sido notado que, durante uma infeccédo viral, as
celulas hospedeiras tém o seu metabolismo de glicose perturbado (Ritter et al., 2010). Tal
perturbagdo pode ter levado a uma ndo-uniformidade no padrdo de abundancia encontrado

para as enzimas de A. aegypti envolvidas na via glicolitica.

GLYCOLYSIS / GLUCONEOGENESIS Sl gud sacroes ) .
[ ] —““‘;— Figura 3.10. Proteinas
(i} 80D Glucose1P diferencialmente abundantes

o D-Oluoos

associadas as vias de sinalizagdo

(eximacetlung) . . ~
oD Gcone ;;g;;"lg gﬁmm_"b—« da gllf:ollse e da gllcorleo_genese.
(Gi33) GinlG3s) Os retangulos em verde indicam as
e o LI ot proteinas de células de A. aegypti
s | reguladas  positivamente  (setas

3l3’2

5319

-D-Glucoss © [2712]27114]

Arbutin.6P

m;‘u'umzo—n—»—-d .
(i {37110 D FractoeeL6P1 vermelhas) ou negativamente (setas
azuis) comparando o controle com a
O <3 - . ;.
Olyeerone.? T coleta 48hpi por MAYYV. Codigos

do UniProt: 3.1.3.11 - Q17M22,
41213 - Q178U8, 5.3.1.1 -
Q17HWS3, 1.2.1.12 - J9HYMZ2,
2723 - Q9UR5, 54211 -
Q177P3, 4.2.1.11 - Q17KK5. As
proteinas individuais foram
inseridas nas vias KEGG (do inglés,
Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes) com 0  programa
BLASTKOALA utilizando o banco

Glyvenste-3P

i@

|
&—’ (i514] (i) . de dados “’family eukariotes’
Dibydro:™ 3 1755 }—— ( Propancate retebolism ) - —
W . L2 : . . .
2o s nim e g IEET 100 e (http:/Awww.kegg.jp/kegg/keggl.ht

00010 4712013 ml)
(c) Kanekisa Laboratories

e Heat shock proteins

Heat shock proteis (HSPs), também denominadas chaperonas, formam uma familia de

proteinas amplamente abundantes e evolutivamente conservadas que auxiliam na homeostase
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celular, principalmente em resposta a condi¢bes de estresse (Gething & Sambrook, 1992).
Elas atuam no correto enovelamento, montagem e trafego de proteinas e complexos
proteicos. A regulacdo positiva da expressdo das chaperonas, em geral, pode ser ativada por
estimulos como elevadas temperaturas, escassez de nutrientes ou infecgBes, como as virais
(Young, 1990). Estudos sobre a ativacdo de chaperonas durante infeccdo viral identificaram o
envolvimento do reticulo endoplasmatico, local em que proteinas ndo enoveladas ou com
conformagdo inadequada sdo retidas, ativando assim respostas antiestresse (Yoshida, 2009;
Patramool et al., 2011).

No presente trabalho, as proteinas HSP-20 e HSP-60 (cddigos do UniProt Q16JF9 e
Q16PM9, respectivamente) de células Aag-2 apresentaram crescente abundancia ao longo
dos tempos de infec¢do. De acordo com da Costa Carvalho & Fournier (1991), ao aumentar a
temperatura de incubacdo de células C6/36 de A. albopictus infectadas com MAYYV, a
inducdo de HSPs foi induzida e a replicacdo viral foi fortemente inibida. Mais recentemente,
células C6/36 infectadas com o alfavirus CHIKV também induziram a super expressdo da
HSP-60 durante a infeccdo (Lee & Chu, 2015). Apds nocaute dessa chaperona mediado por
SiIRNA, as células apresentaram um aumento na titulacdo viral. Além do mais, analises
transcriptdmicas de cultura de células S2 de Drosophila evidenciaram inducao de chaperonas
quando infectadas com virus de RNA (Merkling et al., 2015). Juntos, esses dados apontam
um mecanismo antiviral conservado e corroboram que as chaperonas sdo importantes na

defesa contra MAYV em células de A. aegypti.

e HSC70-5

A proteina cognata 5 de HSP-70 (HSC 70-5, codigo do UniProt AOAOP6IUV3), foi
identificada como super expressa no tempo de 12hpi, contudo, teve uma queda na aundancia
em 48hpi. A HSC 70-5 € uma proteina de localizacdo mitocondrial que possui funcdes de
chaperona, no enovelamento correto de proteinas, assim na autofagia seletiva de
componentes mitocondriais (https://www.novusbio.com/antibody-news/antibodies/hsc70-a-
chaperone-protein-with-diverse-cellular-functions). Tal proteina também teve sua expressdo
induzida em Litopenaeus vannamei quando infectado com o virus White spot syndrome virus
(WSSV) (Yuan et al., 2017). A regulagdo negativa dessa proteina aumentou a mortalidade

dos animais infectados pelo acumulo de proteinas com enovelamento incorreto, sendo a HSC
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70-5 relacionada a tolerancia ao WSSV (Yuan et al., 2017). Sugere-se assim que a HSC 70-5
possa exercer algum papel na relacdo de tolerancia durante a infeccéo persistente por MAYV
em celulas de A. aegypti, talvez impedindo que a célula morra nos tempos iniciais de
infeccdo. Contudo, na fase mais tardia de infeccdo, quando a producédo de particulas virais é
maxima, sugere-se uma sub expressdo da HSC 70-5, o que poderia aumentar as taxas de

mortalidade de células Aag-se, liberando assim novos virions no meio extracelular.

e Rede de associagdo funcional entre proteinas (STRING)

A andlise STRING (do inglés, Search Tool for the Retrieval of Interacting
Genes/Proteins) resulta em uma rede de associacdo funcional, revelando assim interacGes
proteina-proteina entre as proteinas de A. aegypti identificadas por espectrometria de massas
(Figura 3.11). Elas sdo agrupadas de acordo com 0s processos metabdlicos ou componentes
celulares aos quais pertencem. As proteinas evidenciadas na rede STRING destacaram, com
interacGes fortes, dois processos metabolicos em células Aag-2 no contexto da infeccdo viral:
a producdo de energia e a traducdo de proteinas. Ambos retomam a necessidade de uma
maior obtencdo de energia pela célula enquanto as proteinas virais sdo traduzidas pela

maquinaria hospedeira.
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Figura 3.11. Andlise STRING das interacdes proteina-proteina entre as proteinas
diferencialmente abundantes identificadas por espectrometria de massas de células Aag-2
infectadas com MAYYV. A espessura das linhas representa a for¢a das associa¢des. Em azul
estdo as proteinas envolvidas no metabolismo de carbono. As cores dentro de cada esfera
indicam a associacdo dessas proteinas com determinadas funcfes biolégicas.  Verde:
metabolismo microbiano. Amarelo: biossintese de aminoacidos. Vermelho: ribossomos. Rosa:
vias metabdlicas. Azul: metabolismo de carbono. As funcbes das proteinas foram obtidos no
Vector Base (https://www.vectorbase.org/).

Esses resultados, apesar de ainda estarem em processo de andlise, mostraram-se
coerentes com estudos prévios a respeito da interagdo virus-vetor. Tais estudos utilizaram
diferentes arbovirus e culturas celulares, corroborando assim com um padrdo de proteinas
essenciais para a replicacdo viral. E possivel, dessa forma, contribuir para o entendimento da
relacdo A. aeypti - MAYYV a nivel molecular e apontar potenciais alvos para futuros estudos
de alfavirus e seus vetores, assim como para o desenvolvimento de novas estratégias de

combate a transmissao viral.
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3.6. Conclusdes

De acordo com os ensaios de titulacdo e cinética de crescimento, pode-se observar
que 0 MAYYV causa efeito citopatico tanto em célula de mamifero quanto de mosquito, tendo
induzido a formacdo de sincicios facilmente observaveis nessas ultimas com 3dpi. Apos
espectrometria de massas, 191 proteinas diferencialmente abundantes foram identificadas. De
um modo geral, as proteinas da célula hospedeira foram negativamente reguladas devido a
morte das células, enquanto as proteinas do MAYYV tiveram crescente abundancia. Contudo,
algumas proteinas hospedeiras foram positivamente reguladas ao longo da infec¢do. Sendo
assim, supde-se que elas tenham um papel importante na replicacdo viral. Entre elas, estdo a
proibitina, sinaptobrevinas, o fator de transcricdo HCFC1, HSPs e a enolase fosfatase el. Foi
observado também que as vias classicas de secrecdo de proteinas sdo menos utilizadas
durante infeccdo por MAYYV, enquanto vias alternativas foram ativadas. Tal fato pode ser
explicado pelo brotamento de particulas virais em vesiculas internas. Além do mais, nossos
dados sdo coerentes com dados de outros estudos protebmicos que envolvem células de A.
albopictus e A. aegypti durante infeccdo por arbovirus, elucidando, assim, componentes que

séo essenciais na replicacdo dos arbovirus em geral, e ndo apenas para alfavirus.
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4. ConsiDERACOES Finars E PERsSPECTIVAS

O controle da disseminacdo de arbovirus pelo mundo tem sido um grande desafio
relacionado a salde publica. Diversas técnicas para tentativa de controle dos vetores
mosquitos ja foram implementadas em diferentes paises. No Panama, a liberacdo na natureza
de mosquitos machos estéreis de A. aegypti geneticamente modificados acabou aumentando a
incidéncia de A. albopictus (Miller & Loaiza, 2015). As experiéncias de contengdo da
transmissdo do virus da Dengue (DENV) indicam que o controle do vetor A. aegypti
raramente foi efetivo, ainda que em paises com muitos recursos (Tsetsarkin et al., 2012).
Dessa forma, o presente estudo focou em compreender a evolugdo e a disseminacdo viral,

assim como em elucidar aspectos moleculares da relagdo virus-vetor.

Assim como nos casos de infeccdo por DENV e Zika virus (ZIKV), os casos de
Chikungunya virus (CHIKV) estdo presentes na Lista Nacional de Notificagdo Compulsoria
de Doencas, Agravos e Eventos de Saude Publica. De acordo com o Boletim Epidemiolégico
da Semana 7 de 2018 da Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude, a regido
Centro-Oeste apresentou 0 maior nimero de casos suspeitos de CHIKV em relagdo ao total
do pais. Dentro dessa regido, o estado com maior incidéncia da doenca foi Mato Grosso, com
104,7 casos a cada 100 mil habitantes (http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2018
/marco/06/2018-008-Publicacao.pdf). Esses dados evidenciam a necessidade de intensificar
estudos epidemioldgicos, gendmicos, filogenéticos e moleculares com isolados virais da
regido. Assim, politicas publicas de combate ao CHIKV poderdo ser mais eficazes. As
sequéncias até entdo disponiveis em banco de dados de genoma completo de CHIKV séo de
isolados majoritariamente do Nordeste e do Sudeste brasileiros. As seis sequéncias de
genoma completo de CHIKYV circulantes no Centro-Oeste foram as primeiras de tal regido a
serem publicadas (Anexo | e Capitulo 2). Mais genomas virais devem ser sequenciados para
que se possa compreender 0 processo evolutivo dos virus. Além de aumentar o nimero de
estados amostrados no Brasil, o presente estudo facilita também a realizacdo de futuras
andlises de filogenia mais robustas, com conclusées mais confidveis a respeito da introducéo,

da evolucédo e da disseminagdo do CHIKV no Brasil e nas Americas.

Ao contrario do CHIKV, o Mayaro virus (MAYYV) ainda hoje é quase restrito a

América do Sul, sendo historicamente negligenciado (Oliveira Mota et al., 2015). Além de
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ndo existirem vacinas nem técnicas comerciais para diagnostico desse virus (Acosta-Ampudia
et al, 2018), a preocupacdo com 0 MAYV também se deve pelo fato de ele ser transmitido
por uma série de mosquitos de géneros diferentes. Sdo exemplos: Culex spp., Sabethe spp. e
Aedes spp., conferindo assim um grande potencial de distribuicdo ao MAYV (Costa et al.,
2017). Nesse contexto, o estudo a nivel molecular da interagdo virus-vetor pode nos
apresentar componentes fundamentais da replicacdo do MAYV no mosquito A. aegypti. Ja foi
observado em estudos protedmicos envolvendo diferentes arbovirus, incluindo o presente
trabalho (Capitulo 3), que ha proteinas em comum super expressas ao longo da infecgéo.
Entre elas, estdo as chaperonas, a enolase fosfatase el, a ATP sintase e a proibitina. Assim,
possivelmente pode-se estender parte das descobertas relativas a interacdo MAYV-A. aegypti
a outros vetores desse virus. E possivel que, no futuro, ferramentas de genética molecular
sejam desenvolvidas para modular a competéncia dos mosquitos para transmisséo de certos
virus. As perspectivas para estudos protedbmicos da interacdo alfavirus - A. aegypti incluem
analise protebmica com marcacdo isobarica e enriquecimento de fosfopeptideos, assim como
a identificagcdo das proteinas que se ligam a RNA (RBP, do inglés RNA binding proteins)
durante os tempos iniciais de infeccdo. Possiveis experimentos de validacdo bioldgica para os
dados de espectrometria processados no presente estudo envolvem nocaute de proteinas
especificas, construcdo de clones infecciosos mutantes ou mesmo marcacao de proteinas alvo

por imunofluorescéncia.

Nas ultimas décadas, a virologia tem se expandido rapidamente com 0s avancos das
tecnologias de sequenciamento de genomas e screening protebmico (Zheng et al., 2012).
Juntos, os resultados obtidos nesse trabalho auxiliam a esclarecer aspectos da evolugéo viral e
caracteristicas dos virus que circulam pelo Brasil, assim como da interacdo virus-vetor. Além
de ajudar na compreensao dos mecanismos de infeccdo por outros virus, esses dados apontam
novas direcdes e novos alvos a serem estudados nos proximos anos a respeito dos arbovirus e

Seus vetores.
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Abstract

Chikungunya virus (CHIKV) is a reemerging arbovirus of the family Togaviridae that
causes the CHIKV fever, a disease that can extend from weeks to years depending on the
clinical signs of arthralgia. CHIKV is mainly transmitted by Aedes aegypti, having possibly
reached the Americas in 2013 and causing an outbreak in Brazil in 2015. So far, two CHIKV
evolutionary lineages have been reported in Brazil: the Asian and the East-Central-South
African (ECSA) lineages. In this study, six CHIKV isolates circulating in midwestern Brazil
(Mato Grosso state) were isolated from patient sera and had their complete genomes
sequenced by a high-throughput sequencing platform. All of these isolates shared high
nucleotide identity with CHIKV isolates from the northeastern Brazil and belong to the
ECSA lineage. Additionally, our CHIKYV isolates do not contain the A22V or the L210Q
mutations that increase CHIKV transmissibility by A. albopictus, suggesting that CHIKV
isolates circulating in midwestern Brazil are predominantly transmitted by A. aegypti.
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Text

Chikungunya virus (CHIKV) is an arbovirus that belongs to the arthritic group of
viruses from genus Alphavirus in the family Togaviridae [1]. CHIKV fever can cause
symptoms such as rash, fever and a severe joint pain that can last weeks to years [2, 3, 4]. Its
main vector in the urban cycle is Aedes aegypti, which is adapted to bite preferentially
humans and it is well stablished in all Brazilian states [5, 6].

CHIKYV has a positive ssSRNA genome with 5’ cap and poly A tail. This viral genome
is about 12kb long and encodes two polyproteins that, are cleaved to structural (CP, E3, E2,
6k, E1) and non-structural proteins (nsP1- nsP4) by viral and host proteases in addition to
autocatalytic capsid cleavage [7]. While the non-structural proteins are directly translated, the
structural proteins are produced from a sub-genomic RNA [2].

An autochthonous transmission of CHIKV in the Americas was first reported in the
Caribbean Islands, 2013 [5]. In Brazil, a severe CHIKV outbreak occurred in 2015, with
more than a million cases distributed throughout the major part of the country [8]. Upon
phylogenetic studies, two evolutionary lineages of CHIKV have been identified in Brazil, the
Asian and the East-Central-South African (ECSA) lineages [9]. The Asian lineage has
probably reached northern Brazil by travelers from the Caribbean, while the ESCA lineage
was first identified in the Northeast [8]. The majority of CHIKV isolates from Brazil with
genomes available belong to these regions.

In this study, we sequenced the genome of six CHIKV isolates from Cuiaba, Mato
Grosso state, Brazil. This is the first report of complete genome of CHIKV isolates
circulating in midwestern Brazil. These viruses were isolated from patient sera stored in the
Central Public Health Laboratory of the Federal District. These six serum samples were
collected in 2017 and were diagnosed as positive for CHIKV by RT-PCR. An amount of 50pl
of each patient serum was used to infect 500pl of Vero cells in DMEM medium (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA) 10% FBS, penicillin/streptomycin 100 U/ml and HEPES 25mM at
37°C. To confirm the presence of CHIKV, total RNA of Vero cells was extracted using
TRIzol (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) followed by RT-PCR with the primers
CGAAGAGTGGAGTCTKGCATYCCAG and GCCTCYTGGTATGTGGCCGCTTTAGC
that amplified the E3-E2 genes (about 1,5kb). In parallel, 3 days post infection (dpi) and
observation of cytopathic effects, the supernatants were collected and used to infect C6/36
cells in T75 flasks with TC100 medium 10%FBS at 28°C. For semi-purification of CHIKV,
the C6/36 supernatants were collected at 3dpi and centrifuged at 22,000 rpm for 2 hours on a
25% sucrose cushion. Then, total RNA was extracted with the QIAmMp® Viral RNA Mini Kit
and sent for Illumina — Shotgun sequencing using the Truseq RNA Library Preparation kit at
Macrogen Inc.® (Seoul, South Korea).

Quality evaluation of the sequence data was performed with FastQC [10]. Adapter
and low quality sequences were trimmed with the program BBDuk from the BBTools
package v38.20 [11]. De novo assembly was performed with MEGAHIT v1.1.3 [12, 13]. To
ensure the high quality of CHIKV genome sequences, reads were aligned to the assembled
contigs with BWA v0.7.17 [14] and the resulting SAM file processed with SAMtools v1.8
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[15]. This analysis revealed the presence of artifactual chimeric reads at the 5’ and 3’ ends of
all genome sequences, which are very likely to be the result of template switch activity of the
RT enzymes [16]. These reads were then removed, and the 5* and 3’ end sequences of the
CHIKV genome were assembled based on the publicly available CHIKV genomes
(GenBank) sequenced by the Sanger method.

The genomes of the six CHIKV isolates were 11,811 nt long and shared 99.9%
identity. Their predicted non-structural and structural polyprotein open reading frames
(ORFs) were 7,425 and 3,474 nt long, respectively. None of them contains the A226V or the
L210Q mutations that increase CHIKYV transmissibility by A. albopictus without impairing A.
aegypti vector competence [9]. This can suggest that CHIKV isolates characterized in this
work are transmitted predominantly by A. aegypti in the Mato Grosso state. The CHIKV
genome sequences, named MTO01 to MTO06, were deposited on GenBank under accession
numbers MH823663 to MH823668, sequentially.

To better understand the phylogenetic relationship of CHIKV isolates in midwestern
Brazil, a tree was built with selected CHIKYV isolates that represent the four major lineages
(Figure 1). Thus, this analysis includes isolates from Brazil, Caribbean Islands and other
African and Asian countries whose sequences had their accession number extracted from
Nunes et al (2015). The tree was based on the concatenated CHIKV ORFs and was built by
maximum likelihood with the program PhyML v3.0 [17]. The best-fit nucleotide substitution
model was selected with jModelTest v2.1.10 [18, 19]. Our CHIKYV isolates clustered with
CHIKYV from northeastern Brazil, most likely the entrance spot of the ESCA lineage in Brazil
[4]. Moreover, all six isolates from Mato Grosso form a monophyletic group, indicating that
they have the same origin. We cannot rule out, however, the absence of other CHIKV
lineages circulating in this region.
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Figure 1. Phylogenetic tree based on the concatenated ORFs of CHIKV
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isolates from Brazil belonging to the ECSA lineage are written in red, while those

from the Asian lineage, but circulating in Brazil, are written in blue.
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