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RESUMO

O virus Zika (ZIKV) recentemente despontou como uma emergéncia de saude publica
nacional, causando manifestagdes clinicas graves e expandindo-se rapidamente para
outros paises das Américas. Estudos filogenéticos sugerem que ao longo do processo
evolutivo, o ZIKV adquiriu mudangas genéticas que podem ter contribuido para a
emergéncia do virus. No entanto, ainda ndo existem evidéncias sobre o real papel
dessas modificagbes genéticas na modulacdo das fungbes dos componentes virais e
aumento da infectividade no hospedeiro humano. Diversas abordagens estdo sendo
empregadas para suportar estudos de replicacdo e patogénese viral. Nesse sentido,
a tecnologia de clones infecciosos e replicons subgendmicos apresenta-se como uma
importante ferramenta para elucidar o papel de fatores virais no ciclo
infectivo/replicativo do ZIKV, permitindo a facil manipulacédo do genoma e propagacao
do material genético viral em composicdo homogénea. Dessa forma, os objetivos
deste estudo foram desenvolver um sistema de replicon subgendémico e clone
infeccioso de uma cepa brasileira de ZIKV, utilizacdo da metodologia de amplicons
subgendmicos infecciosos (ISA) para geracao de ZIKV recombinantes da linhagem
africana (cepa MR766N'P) e estudo da mutacéo pontual glicina(G)/acido glutamico(E)
no residuo 121 do dominio protease da proteina NS3 do ZIKV. A fim de alcancar o
nosso primeiro objetivo, os fragmentos de DNA sintéticos referentes ao genoma
completo da cepa brasileira ZIKV BR 2015/15261 foram clonados em vetor do tipo
cromossomo artificial de bactéria (pBAC), contendo o promotor da T7 RNA
polimerase. Obtivemos éxito na estratégia de clonagem dos fragmentos de DNA para
montagem do replicon subgendmico do ZIKV em vetor pBAC. Todavia, a presencga de
mutacdes indesejadas e a funcionalidade do sistema de replicon in vitro precisa ainda
ser avaliada. No entanto, a obtencdo do clone infeccioso de ZIKV esta em fase de
finalizacdo. Para gerar o clone molecular da cepa MR766N'"® do ZIKV, quatro
fragmentos de DNA correspondentes ao genoma completo do ZIKV foram utilizados
para montagem do genoma viral diretamente em células Vero. A metodologia de ISA
possibilitou a geracdo do virus parental recombinante (ZIKV MR766wt) € mutante
(ZIKV MR766121mut) Sem a presenca de mutagdes expurias. Os resultados dos ensaios
de caracterizacdo bioldgica in vitro dos ZIKV recombinantes (parental e mutante)
demonstraram que a mutagdo pontual NS3i121E reduz a infectividade do ZIKV em
linhagens celulares de mamiferos. Por fim, o0s estudos caracterizacdo de
determinantes genéticos do ZIKV, através da utilizacdo de ferramentas de genética
reversa, poderé contribuir para melhorar o entendimento dos mecanismos envolvidos
na biologia e patogénese do virus e, eventualmente, possibilitar a identificacdo de
alvos potenciais para o delineamento de estratégias antivirais.

Palavras chaves: Flavivirus, Zika virus, proteina ndo-estrutural 3, clone infeccioso,
replicon subgendmico e amplicons subgendémicos infecciosos.
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ABSTRACT

The Zika virus (ZIKV) has recently emerged as a national public health emergency,
causing severe clinical manifestations and rapidly expanding to other countries in the
Americas. Phylogenetic studies suggest that throughout the evolutionary process, the
ZIKV has acquired genetic changes that may have contributed to the emergence of
the virus. However, there is still no evidence on the real role of these genetic
modifications in modulating the functions of the viral components and increasing
infectivity in the human host. Several approaches are being employed to support
studies of replication and viral pathogenesis. In this sense, the technology of infectious
clones and subgenomic replicons presents itself as an important tool to elucidate the
role of viral factors in the infective/replicative cycle of the ZIKV, allowing the easy
manipulation of the genome and propagation of viral genetic material in homogeneous
composition. Thus, the objectives of this study were to develop a subgenomic replicon
and infectious clone system of a Brazilian strain of ZIKV, use of the methodology of
infectious subgenomic amplicons (ISA) for the generation of recombinant ZIKV of the
African lineage (strain MR766NIID) and study of the point mutation glycine(G)/glutamic
acid(E) in the residue 121 of the protease domain of the NS3 protein of the ZIKV. In
order to achieve our first objective, the synthetic DNA fragments referring to the
complete genome of the Brazilian ZIKV BR 2015/15261 strain were cloned in an
artificial bacterial chromosome type vector (pBAC), containing the promoter of T7 RNA
polymerase. We succeeded in the strategy of cloning the DNA fragments to mount the
subgenomic replicon of ZIKV in vector pBAC. However, the presence of unwanted
mutations and the functionality of the in vitro replicon system still need to be evaluated.
However, the procurement of the ZIKV infectious clone is being finalized. To generate
the molecular clone of the ZIKV strain MR766NIID, four DNA fragments corresponding
to the complete ZIKV genome were used to mount the viral genome directly into Vero
cells. ISA's methodology enabled the generation of the recombinant parental virus
(ZIKV MR766wt) and mutant (ZIKV MR766121Mut) without the presence of expurial
mutations. The results of in vitro biological characterization tests of recombinant
(parental and mutant) ZIKV demonstrated that point mutation NS3121E reduces the
infectivity of ZIKV in mammalian cell lines. Finally, the characterization of genetic
determinants of the ZIKV, through the use of reverse genetics tools, may contribute to
improve the understanding of the mechanisms involved in the biology and
pathogenesis of the virus and, eventually, enable the identification of potential targets
for the design of antiviral strategies.

Keywords: Flavivirus, Zika virus, non-structural protein 3, infectious clone,
subgenomic replicon and infection of subgenomic amplicons.
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1. INTRODUCAO

1.1. Zika virus

1.1.1. Histérico

Com as modificacBes ambientais causadas por acées humanas, diversos insetos
vetores, tais como 0s mosquitos, tornaram-se sinantrépicos, fato que tem favorecido,
nos ultimos anos a emergéncia, a reemergéncia e a disseminacao de patdgenos de
transmissdo viral de importancia clinica. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
indicou que as doencas transmitidas por vetores representam mais de 17% do total
das doencas infecciosas no mundo, causando mais de 700 mil mortes por ano (OPAS,
2018). Dentre os arbovirus (grupo de virus que requer a infeccéo de artropodes como
parte do seu ciclo de vida), o emergente virus Zika (ZIKV) chamou atencdo da
comunidade cientifica internacional devido a recente epidemia explosiva ocorrida no
Brasil e nas Américas nos anos 2015 e 2016. De acordo com o Comité Internacional
de Taxonomia de Virus (ICTV), o ZIKV é classificado como membro do género
Flavivirus, da familia Flaviviridae. Outros virus de importancia médica como o virus da
febre amarela (YFV), dengue (DENV) e Oeste do Nilo (WNV) também pertencem a
esta mesma familia (Dick GW, Kitchen SF, Haddow AJ, 1952).

O ZIKV foi originalmente identificado em um macaco Rhesus sentinela que
apresentou um episddio febril durante uma pesquisa epidemiolégica sobre febre
amarela na floresta de Zika na Uganda em 1947 (Dick GW, Kitchen SF, Haddow AJ,
1952). Apos a sua descoberta, estudos de vigilancia entomolégica na mesma floresta
possibilitaram o primeiro isolamento do ZIKV em mosquitos Aedes africanus (Dick
GW, Kitchen SF, Haddow AJ, 1952), vetor responsavel pela transmissao dos virus do
género Flavivirus em grandes florestas no continente africano. Nos anos seguintes,
varios isolados de ZIKV foram obtidos de pools de mosquitos do género Aedes spp.
(A. Africanus, A. furcifer, A. luteocephalus, A. vittatus, A. dalzieli, A. hirsutus, A.
metalicus, A. taylori, A. aegypti, A. unilineatus) na Africa e de outras espécies de
mosquitos como Anopheles coustani, Culex perfuscus e Mansonia uniformis na
Malasia, demonstrando o potencial papel dessas espécies como provaveis vetores
epidémicos (Weinbren, Williams, 1958). No hospedeiro humano, o primeiro caso de

infeccdo pelo ZIKV ocorreu no leste da Nigéria, em 1952 (Macnhamara, 1952). Estudos
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soroepidemioldgicos subsequentes demonstraram a circulagdo enzooética do ZIKV em
diversos paises da Africa subsaariana e sudeste asiatico. Porém, um baixo nimero
de casos humanos sintomaticos, total de 14 casos, foram reportados desde a
identificagéo do virus até o ano de 2007 (Simpson DIH, 1964; Moore DL, et al,1975;
Fagbami AH, 1979; Filipe AR, Martins CM, Rocha H., 1973; Olson JG, Ksiazek TG,
Suhandiman, Triwibowo, 1981). Durante este periodo, as infec¢cdes esporadicas em
humanos eram caracterizadas pela ocorréncia de sintomas brandos e estavam
restritas aos continentes africanos e asiaticos (Macnamara, 1954; Gregory et al.,
2017). Adicionalmente, anticorpos contra o ZIKV foram identificados em outras
espécies de animais, como morcegos (Andral L, et al 1968), roedores e ovinos
(Darwish MA,1983). Esses achados evidenciam a susceptibilidade de uma vasta
gama de mosquitos e animais vertebrados a infeccao por ZIKV. Dessa forma, o papel
da plasticidade viral na disseminacgéo entre espécies precisa ser avaliado.

Até recentemente, o ZIKV permaneceu com discreta relevancia na medicina tropical
devido ao baixo impacto clinico e epidemiolégico em relacéo as infec¢bes causadas
por outros Flavivirus. No entanto, a partir do ano de 2007, apds a ocorréncia do
primeiro surto de Zika nas ilhas Yap, um arquipélago dos Estados Federados da
Micronésia, a relevancia da infeccao pelo ZIKV se tornou evidente na Saude Publica.
Naquela ocasido foram confirmados 49 casos de infeccdo por ZIKV em humanos,
havendo relatos de sintomas leves como febre, erupcdo cutanea, artralgia e
conjuntivite. Posteriormente, a expansdo e distribuicAo geogréfica do ZIKV
ultrapassou o continente africano e sudeste asiatico, com os relatos de infecgéo
humana no Camboja (Duffy et al., 2009; Heang V, et al 2012). A primeira grande
epidemia de ZIKV ocorreu na Polinésia Francesa em 2013, onde mais de 30.000
casos suspeitos de infecdo pelo virus (aproximadamente 11 % da populacéo) foram
reportados (Roth et al., 2014). ApGs a identificacdo da circulacdo do ZIKV na Polinésia
Francesa, o virus se disseminou rapidamente para outras ilhas do Pacifico: Ilhas
Cook, Nova Caledénia, Ilhas Saloméo, Vanuatu e Ilha de Pascoa (Musso et al., 2014).
No inicio do ano de 2015, o primeiro caso autéctone de infeccdo pelo ZIKV foi
reportado no estado de Rio Grande do Norte, Nordeste do Brasil, durante um surto de
doenca exantematica. Ap0s a emergéncia do ZIKV no Brasil, o panorama
epidémico e o carater benigno da infeccdo se modificaram. Desde entdo, a
infecgdo por ZIKV tem ocasionado casos de sindrome de Guillain-Barré (SGB) em
adultos (Oehler et al.,, 2014; Nascimento e Silva, 2017; Brasil et al., 2016), e

sindrome congénita em fetos e bebés infectados durante a gestacédo (Miranda-Filho
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et al, 2016; Mlackar et al., 2016). A observacado da sindrome de Guillain-Barré (Roth
et al., 2014) e o relato de transmissao perinatal da mae para o recém-nascido
(Besnard, et al. 2014) entre os casos de Zika na Polinésia, ja indicavam um aumento
no potencial de gravidade clinica da doenca. Em dezembro de 2015 o Ministério da
Saude estimou a ocorréncia de 440.000 a 1.300.000 casos suspeitos da doenca
por infeccdo do ZIKV em todos os 18 estados brasileiros, declarando emergéncia
nacional de Saude Publica. Com o numero crescente de casos de infeccao
autéctone e disseminacgdo por ZIKV nos paises da América Central e América do
Sul, em fevereiro de 2016 a OMS declarou emergéncia de Saude Publica de
ambito internacional, expondo as necessidades urgentes de ampliacdo do

conhecimento sobre a doenca.

Meéxico

m Ilhas Yap, Micronésia
FLEIGEREINE Malasia
Nigéria

Uganda
m Ilhas do Pacifico (New Caledonia,

Cook Islands, Easter Island)

Inicio de 2015 E:eH]

Polinésia Francesa

Figura 1.1- Mapa da disseminacdo de ZIKV. 1947 - Primeiro isolamento do virus, identificado na
floresta de Zika na Uganda e posterior disseminacdo pelo continente africano, onde foram
registrados casos com sintomas leves de infec¢céo. 2007 - Ocorréncia do primeiro surto nas ilhas
Yap, Micronésia. 2014 - Disseminac¢éo do virus para outras ilhas do Pacifico. 2015 — Ocorréncia
do primeiro surto no Brasil, com relatos de casos com anomalias congénitas e outras
manifestagdes neuroldgicas associadas ao ZIKV. 2015 — Primeira identificagdo da circulacdo do
ZIKV no México. Fonte adaptado de Deutsche Welle.

1.2 Vias de transmissao

O ZIKV pode ser transmitido a seres humanos por diferentes vias, a primeira e
mais bem estudada entre os Flavivirus é através da picada de mosquitos vetores

infectados. Com o aumento do numero de casos de infec¢do pelo ZIKV na populacéo



humana, novas vias de transmissédo do virus foram identificadas, podendo também o
ZIKV ser transmitido verticalmente, de mée para filho durante a gravidez, através de
contato sexual ou transfusdo sanguinea (Weaver, 2017). Os mecanismos
responsaveis pela mudanca no perfil da transmisséo viral, bem como a mudanca na
patogenia da doenca, ainda nao estdo completamente elucidados. O fato de ZIKV
possuir a habilidade de ser transmitido ao hospedeiro humano por diversas vias,
dificulta o desenvolvimento de estratégias de controle do virus, evidenciando a
necessidade de mais estudos para o entendimento de diferentes aspectos da biologia

viral.

1.2.1 Transmissao vetorial

O ZIKV assim como outros membros do género Flavivirus, como os virus da
YFV, DENV e encefalite japonesa (JEV), é transmitido primariamente ao hospedeiro
humano através da picada de mosquitos do género Aedes infectado (Dick GW,
Kitchen SF, Haddow AJ, 1952). Os mosquitos do género Aedes sdo amplamente
distribuidos pelo globo e o habitat nativo da maioria das espécies constituem florestas,
areas periurbanas e urbanas de regides tropicais e subtropicais (Boorman et al, 1956).
Os primeiros relatos de transmissdo do ZIKV ocorridos na Africa caracterizam o ciclo
de transmissao silvestre que envolve a manutencdo do virus entre primatas ndo
humanos e mosquitos arbéreos nas florestas (Dick GW, Kitchen SF, Haddow AJ,
1952). Muitos dos casos de infeccdo por ZIKV em humanos relatados na Africa
representam, provavelmente, casos de transmissdo acidental derivados do ciclo
silvestre, relacionados com a infeccdo de mosquitos arbéreos das varias espécies de
mosquitos, pertencentes principalmente aos subgéneros stegomyia e diceromyia,
incluindo A. Africanus, A. fulcifer taylori e A. dalzieli (Figura 1.2) (Fagbami, 1979;
Gregory et al., 2017).

A transposicao do ciclo silvatico para o ciclo urbano (transmissdo mosquito-
humano-mosquito, figura 1.2) foi possivel devido a ocorréncia de infeccdo de
mosquitos antropofilicos das espécies A. aegypti e A. albopictus (Boyer et al, 2018).
Esses vetores vivem em associagdo proxima com a habitacdo humana, sendo
mosquitos de alta competéncia vetorial, isto é, apresentam a habilidade intrinseca de
transmitir um agente de doenca através da sua picada (Fagbami, 1979; Plourde;
Bloch, 2016; Christofferson, 2016; Petersen et al., 2016). O mosquito A. aegypti é

fortemente associado a ambientes urbanos devido a sua preferéncia por sangue
4



humano, dessa forma, se reproduz principalmente em ambientes domésticos,
podendo ter multiplos repastos sanguineos antes da oviposi¢cdo, aumentando assim
as chances de infeccdo e transmissdo. Por outro lado, A. albopictus € um vetor
agressivo, oportunista, diurno e externo, possuindo um habitat silvestre ou rural, mas
de facil adaptacado ao ambiente urbano (Boyer et al, 2018).

Ambos os ciclos de transmissdo vetorial, urbano e silvestre, envolvem o
contagio do mosquito vetor durante o repasto sanguineo, ou seja, momento em que
fémeas adultas do mosquito vetor picam um individuo infectado durante o periodo
virémico (periodo em que ha circulacdo do virus no sangue). Assim, uma vez que 0
vetor tenha ingerido sangue virémico, o virus se replica na hemocele disseminando-
se por diferentes tecidos até atingir a glandula salivar. Nesse momento, o virus
presente na saliva do mosquito pode ser transmitido a novos hospedeiros vertebrados
durante o repasto sanguineo (Figura 1.2) (loos et al., 2014; Plourde; Bloch, 2016). A
infeccdo do vetor pode ocorrer pela transmissao transovariana, que ocorre quando o
virus infecta os tecidos germinais do mosquito feminino, dessa forma, as células
germinativas tornam-se permanentemente infectadas, de modo que a maioria da prole

estard infectada (Lequime, Lambrechts, 2014).
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Figura 1.2 - Ciclos de transmisséo vetorial silvestre, suburbano e urbano. No ciclo silvestre ou enzodtico
a transmissdo do ZIKV ocorre entre mosquitos arbéreos do género Aedes principalmente aos
subgéneros stegomyia e diceromyia (A. Africanus, A. fulcifer taylori e A. dalzieli) e primatas néo-
humanos. No ciclo urbano, a transmisséo ocorre entre insetos antropofilicos (A. aegypti e A. albopictus)
e seres humanos em centros urbanos e periurbanos. Fonte adapatado de Petersen et al, 2016.



1.2.2 Transmissao sexual

A transmisséo néo vetorial de ZIKV foi reportada pela primeira vez em 2008,
antes mesmo do virus apresentar proporcdes epidémicas, quando um cientista norte-
americano que trabalhava em Senegal (uma area afetada pelo ZIKV) transmitiu o virus
para sua esposa, que vivia no Colorado/EUA (&rea livre de circulacdo de ZIKV no
periodo), durante a fase aguda da doenca através de relacdo sexual desprotegida
(Foy, et al., 2011). Apos seis dias da chegada em Colorado, o cientista desenvolveu
hematospermia além de outros sintomas compativeis com a infeccéo por ZIKV. Quatro
dias ap6s o coito, sua esposa, que ndo havia viajado, desenvolveu sintomas
semelhantes (Foy, et al., 2011). A analise sorolédgica do casal, durante a fase aguda
da doenca evidenciou a infeccdo por ZIKV. No entanto, ndo foi possivel detectar o
RNA viral ou isolar o virus a partir do soro desses pacientes (Foy, et al., 2011). Em
2013, durante o surto de infec¢do por ZIKV na Polinésia Francesa, o virus foi isolado
pela primeira vez a partir de amostras de sémen de um paciente que igualmente exibiu
hematospermia (Musso et al, 2015). Estudos posteriores confirmaram o contato
sexual como modo de transmissdo do ZIKV (Gulland, 2016; Coelho et al., 2016;
Davidson et al., 2016; Deckard et al., 2016). Em 2016, 46 casos de infeccdo sexual
por ZIKV foram relatados ao Centro de Controle e Prevencédo de Doencgas (CDC)
(Gregory et al., 2017). Apos o surto que ocorreu em Puerto Rico em 2016, um estudo
denominado Zika virus Persistence (ZiPer) relatou a persisténcia do virus nos fluidos
corporais, demostrando que o tempo maximo da deteccéo de Zika no sémen foi de
125 dias ap0s o inicio dos sintomas (Epelboin et al 2017). Além do sémen, a presenca
do RNA do ZIKV foi identificada pela técnica de RT/gPCR na saliva e na urina de
pacientes em fase aguda (Wikan; Smith, 2016) e no muco cervical de uma mulher por
até 14 dias apés o inicio dos sintomas (Murray et al., 2017)

Até 2016, os dados da OMS indicaram 12 paises com relatos de casos de
transmissdo de ZIKV de pessoa para pessoa. A maioria desses casos foram
transmitidos de individuos sintomaticos do sexo masculino para outro de sexo
feminino, mas também ha registros de transmissao de mulheres para homens e de
homens para homens (Lazear; Diamond, 2016). At¢é o momento, sabe-se que a
transmissdo sexual de ZIKV, a partir de parceiros sexuais do sexo masculino
infectados, pode ocorrer até 64 dias apos o inicio dos sintomas (Turmel et al., 2016);
Assim, o ZIKV pode ser transmitido sexualmente a partir de um individuo infectado

assintomatico (Brooks et al., 2016; Fréour et al., 2016). De acordo com essas
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evidéncias, a OMS (2016) passou a recomendar as mulheres gravidas que vivem em
area endémica de transmisséao a pratica do sexo seguro ou a privacdo de atividade
sexual por pelo menos no periodo da duracdo da gravidez. Ja4 nas regides sem
transmissao ativa do virus, homens e mulheres que retornam de areas onde ocorre a
transmissdo do ZIKV, deve adotar praticas sexuais mais seguras ou considerar
abstinéncia por pelo menos trés meses para homens e dois meses para mulheres

apos o retorno, a fim de prevenir a transmissao viral.

1.2.3 Transmissao materno-fetal

Estudos relatam que a infeccdo no inicio da gestacédo pode levar ao aborto,
natimorto ou restricdo do crescimento intrauterino (Brasil et al., 2016; Mlakar et al.,
2016). As infecgdes no segundo ou terceiro trimestre também estéo relacionadas a
alteracOes congénitas (Brasil et al., 2016; Driggers et al., 2016, Regadas et al, 2018).
Sabe-se que a placenta atua como uma barreira fisica de defesa e prevencéo de
possiveis patdgenos, utilizando o sistema imune inata e adaptativa da mae (Burton,
Fowden, 2015), mas as consequéncias da infeccdo nas primeiras semanas de
gravidez podem ser explicadas pelo fato de que a barreira placentaria atua como
interface para as trocas materno-fetais e esta envolvida em multiplos estagios de
gestacdo até 12 semanas (Noronha et al, 2017). Entretanto os mecanismos pelos
quais o ZIKV atravessa a barreira placentaria para infectar o feto ainda nao estéo
totalmente esclarecidos. O ZIKV jé& foi identificado em varios tipos de células incluindo
células de Hofbauer, macréfagos localizados proximo aos capilares fetais e células
endoteliais fetais assim como células da glia cerebral e neurdnios. O virus também foi
identificado no liquido amnidtico de bebés com microcefalia, evidenciando a
ocorréncia da infeccao viral congénita (Mlakar et al., 2016; Rasmussen et al., 2016;
Noronha et al., 2016).

Adicionalmente, o RNA do ZIKV foi detectado, pela técnica de RT PCR, no leite
materno de mulheres infectadas que apresentaram os sintomas periparto e pos-parto
(Besnard et al, 2014). Particulas infecciosas virais também foram identificadas no leite
materno no quarto dia apds o parto, apontando como uma possivel rota de
transmissao (Dupont et al. 2016). Além disso, existe a transmissao vertical através do
contato das mucosas infantis com ZIKV no sangue e nas secrec¢des durante o

processo de nascimento (Gregory et al. 2017).



1.3 Patogénese

A maioria dos casos de infec¢do por ZIKV em humanos sdo assintométicas
(loos et al., 2014); enquanto infec¢des sintomaticas sdo caracterizadas por febre baixa
(entre 37,8 e 38,5 °C) que geralmente dura 4 a 7 dias, associada a erupc¢ao
maculopapular, artralgia, afetando principalmente as pequenas articulacdes das méaos
e dos pés, conjuntivite, dor nas costas e cefaléia leve (Zanluca et al., 2015, Hayes,
2009). Outras caracteristicas clinicas menos comuns incluem nausea, diarréia, dor
abdominal e ulceracbes de mucosas (Shehu et al.,2018). A associacdo dos dados
clinicos com a infecgdo por ZIKV se tornou aparente durante os surtos mais recentes
no Pacifico Sul e nas Américas, em parte pelo aumento do niumero de casos de
infeccbes que culminou na deteccéo e relato de desfechos raros. Por outro lado, a
auséncia de imunidade adquirida da populacéo a infec¢édo por ZIKV e a circulacdo de
novas variantes virais podem ter contribuido para a rapida expanséo do ZIKV nas
Ameéricas (Lazear; Diamond, 2016).

Por muitos anos, a infec¢ao pelo Zika foi considerada autolimitada, branda e
sem sequelas. Porém, durante o surto de ZIKV na Polinésia Francesa, foram
notificados 42 casos de pacientes com SGB, uma polineuropatia aguda que pode
resultar em fraqueza, paralisia flacida aguda ou subaguda e até evoluir para ébito
(Musso et al, 2014; Plourde; Bloch, 2016; Shehu et al., 2018). A SGB ja havia sido
reportada em casos de infec¢des por outros arbovirus, como o virus do Nilo Ocidental
(WNV), JEV, Chikungunya (CHIKV) e DENV (Leis, Stokic, 2012; Solomon et al, 2000;
Cao - Lormeau et al., 2016), mas somente durante o surto na Polinésia Francesa essa
grave complicacao neurolégica foi associada a infeccéo pelo ZIKV (Watrin et al, 2016).
No Brasil, houve um aumento de 29,8% no numero de casos de SGB no ano de 2015,
periodo em que houve a circulacdo disseminada do ZIKV (Possas et al., 2017). No
entanto, mais estudos sdo necessarios para elucidar os mecanismos de
desencadeamento da SGB apds infeccdo pelo ZIKV. Além disso, ap06s a introducéo
do ZIKV no Brasil, complicacBes graves do sistema nervoso central (SNC) foram
associados com a infecgédo congénita do virus. A deteccdo do RNA de ZIKV no liquido
amniotico e no tecido cerebral de fetos com microcefalia comprovou a infec¢do aguda
congénita pelo virus (Melo et al, 2016; Mlakar et al., 2016). A transmissao vertical de
ZIKV foi associada a efeitos adversos devastadores de malformacgbes fetais
intrauterina, incluindo microcefalia, anomalias cerebrais e déficits cognitivos, visuais e

auditivos (Belfort, Freitas, Oliveira, 2016). Complicacbes neurologicas como mielite
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transversa aguda, meningoencefalite e encefalomielite disseminada aguda também
foram associadas com a infeccdo pos-natal do ZIKV (Carteaux et al., 2016). As
principais caracteristicas da sindrome congénita do ZIKV incluem: microcefalia grave
com cranio parcialmente colapsado, padrdo especifico de lesdo cerebral, incluindo
calcificagdes subcorticais e diminui¢éo do tecido cerebral, lesédo na parte posterior do
olho, incluindo cicatriz macular e manchamento pigmentar focal da retina, contraturas
congénitas, como pé torto ou artrogripose e hipotonia, que restringem 0 movimento
do corpo fetal logo apds o nascimento (CDC, 2018).

Os casos de microcefalia em 2014, na Polinésia Francesa, e em 2015, no
Brasil, indicam que o maior risco de microcefalia ocorre pela transmissao do ZIKV no
primeiro trimestre de gravidez. (Petersen et al., 2016). No entanto, os efeitos a longo
prazo da infecgéo perinatal ou congénita ocorrida durante o surto de infec¢ao por ZIKV
nos anos de 2015 e 2016 estdo ainda sendo avaliados. Acredita-se que novas
consequéncias da infeccdo ainda serdo apresentadas no decorrer da vida dessas
criancas (Brasil et al., 2016; Gregory et al., 2017). O estudo de Mulkey e colaboradores
(2020) forneceram dados intrigantes sobre deficiéncias no desenvolvimento
neurolégico de 77 criancas que foram expostas ao ZIKV no utero na Colémbia.
Clinicamente as criancas eram saudaveis ao nascimento. Embora as avaliacdes
iniciais do desenvolvimento tenham sido tranquilizadoras, os escores gerais
diminuiram & medida que as criancas envelheciam. A maioria das criangas
apresentavam diminuicdo dentro do ambito da mobilidade e da cogni¢cdo social,
destacando a importancia do acompanhamento a longo prazo e triagens continuas no
desenvolvimento.

Embora tenha havido varios esforcos para avancar na compreensao dos
mecanismos relacionados a patogénese de ZIKV, ainda héa varias lacunas no que diz
respeito a replicacéo, células alvo no ambiente intrauterino, possiveis mecanismos de
transmissao e persisténcia do ZIKV em sitios imuno-privilegiados em humanos. Até o
momento ndo existem drogas antivirais e nenhuma vacina eficaz e segura para
prevenir a infeccéo. Assim, dissecar as propriedades estruturais e funcionais do ZIKV
€ importante para melhorar o entendimento sobre o ciclo replicativo e patogénese do
ZIKV e contribuir para estudos de estratégia de atenuacdo viral que idealmente

poderiam levar ao desenvolvimento de vacinas.
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1.4 Agente etiologico

1.4.1 Estrutura da particula viral e organizacdo genémica

O ZIKV pertence ao género Flavivirus, o qual agrupa os virus envelopados com
genoma de RNA de cadeia simples e polaridade positiva (SSRNA). Estruturalmente, o
ZIKV é semelhante aos demais membros do género, possuindo a estrutura do
capsideo com aproximadamente 25-30 nm de diametro, circundado por proteinas de
envelope (E) e de membrana (M) e uma bicamada lipidica derivada da membrana
celular do hospedeiro. As proteinas E estdo dispostas em simetria semelhante a um
icosaédrico (Lee et al., 2018) (Figura 1.3). O genoma do ZIKV apresenta tamanho de
10.807 kb e contém um Unico quadro de leitura aberta (ORF), que é flanqueado por
duas regides nao codificantes (do inglés, untranslate region - UTR) localizadas nas
extremidades 5' (107 nucleotideos) e o 3' (428 nucleotideos) do genoma (Strotmann
et al, 2019; Kuno; Chang, 2007). A regido 5’UTR do genoma inclui uma estrutura de
Cap, necessaria para a traducéo eficiente do genoma viral (Wengler; Wengler; Gross.,
1978). A porgao 3' UTR apresenta estruturas regulatérias em forma de loop que
desempenham um papel fundamental na traducdo, empacotamento de RNA,
circularizacéo e estabilizacdo do genoma. Em contraste com os RNAs mensageiros
celulares (MRNA), o genoma do ZIKV carece de uma cauda poli-A na extremidade 3'
UTR.
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Figura 1.3 - Organizagdo gendmica do ZIKV. llustracdo das proteinas estruturais e ndo estruturais e
seu respectivo sitio de clivagem, demostrando suas caracteristicas conformacionais associado a

membrana do reticula endoplasmético. Fonte adaptada de Ming; Tang; Song, 2016.
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A circularizacdo do RNA viral é mediada pela interacdo de sequéncias
complementares conservadas (CSS) localizadas nas regides 5 'e 3' UTRs, que
constituem importantes elementos para a funcionalidade do genoma viral. No entanto,
€ importante ressaltar que a variabilidade genética destas regifes, observada entre
as diferentes espécies de Flavivirus, pode ter implicacdes na habilidade de replicacao
e consequentemente na patogénese viral (Kuno; Chang, 2007). Borba e
colaboradores realizaram um estudo em 2019 demostraram que a presenca de
determinadas mutagdes na regido 3’UTR do DENV podem modular a circularizagéo
do genoma viral e a replicacdo do RNA viral em células de inseto, em contraste ao
baixo ou nenhum impacto nas células humanas. Além dessas estruturas no genoma
viral, a replicacdo dos Flavivirus requer a acdo de varias proteinas nao estruturais

(NS) que serdo melhor abordadas no proximo topico.

1.4.2 Ciclo viral

A entrada da particula viral de ZIKV na célula hospedeira € mediada pela
interacao entre a proteina E, que compde a maior parte da superficie da particula viral
madura, e 0s receptores presentes na superficie da célula alvo (Lindenbach; Thiel;
Rice, 2007). Essa interacdo promove a internaliza¢édo do virus via endocitose mediada
por clatrina (White et al., 2016). O processo de acidificacdo do endossomo promove
mudancas conformacionais irreversiveis na glicoproteina de envelope, culminando
com a exposicdo do peptideo de fusdo e consequente liberagdo do nucleocapsideo
no citoplasma. Apdés a etapa de desnudamento, o RNA de sentido positivo liberado no
citoplasma é reconhecido pelos ribossomos, que iniciam a tradu¢cdo do genoma viral
associado a membranas do reticulo endoplasmatico rugoso (ER), formando as
chamadas fabricas de replicacdo (Mackenzie, 2005; Neufeldt et al., 2018). Essas
fabricas de replicacdo servem como suporte para ancorar o complexo de replicagcéo
viral e aumentar a concentragao local de fatores celulares e virais necessarios para a
replicacdo do genoma, coordenar as diferentes etapas da replicacao viral através de
sua compartimentacdo e proteger o RNA gendmico dos sensores imunes celulares
inatos (Neufeldt et al., 2018). A traducdo do RNA viral da origem a uma poliproteina
com cerca de 3.400 aminoacidos que é processada co e pos-traducionalmente por
proteases virais e da célula hospedeira (Bera; Kuhn; Smith, 2007). O genoma dos

Flavivirus codifica dez proteinas virais, sendo trés proteinas estruturais (C, pRM e E)
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e sete ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) produzidas apés
0 processamento por proteases virais e da célula hospedeira (Lindenbach; Thiel; Rice,
2007).

As proteinas NS3 e NS5 desempenham papel central na replicagdo viral, pois
juntas abrigam todas as atividades cataliticas necessarias para a ocorréncia da
replicacdo do RNA viral. A proteina NS3 é uma proteina de multiplos dominios, com
um dominio protease (NS3Pro) na porcdo N-terminal, um dominio ATPase, RNA
helicase (NS3hel) e RNA trifosfatase (RTPase) na por¢cdo C-terminal da proteina. O
dominio NS3pro € responséavel pelo processamento proteolitico da poliproteina viral,
enquanto o cofator NS2B é necessario para aumentar a atividade enzimatica e a
especificidade do substrato (Ming; Tang; Song, 2016). A protease viral cliva o
precursor da poliproteina nas jungdes NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A e
NS4B/NS5, e em sitios internos dentro das proteinas C, NS2A, NS3 e NS4A (Figura
1.3). Em geral, a protease viral tem especificidade para dois residuos basicos (Lys-
Arg, Arg-Arg, Arg-Lys ou ocasionalmente GIn-Arg) (Bera; Kuhn; Smith, 2007). O
dominio NS3hel/NTPase dos flavivirus desempenha um papel critico no
desenrolamento e translocagéo de RNA durante a replicagao viral (Chen et al., 1997;
Takegami; Sakamuro; Furukawa, 1995; Warrener; Tamura; Collett MSMing, 1993;
Tang; Song, 2016), sendo necessario para desenrolar a dupla fita de RNA e/ou a
estrutura secundaria do RNA de fita simples, enquanto a atividade da NTPase fornece
energia para essa atividade. O dominio RTPase é responsavel pela remogao do y-
fosfato do RNA 5'trifosforilado (Wang et al., 2009), primeiro passo envolvido na adi¢édo
da estrutura em CAP no RNA viral.

As proteinas NS2A, NS2B, NS4A e NS4B sao pequenas proteinas que contém
caracteristicas hidrofébicas e estruturais similares. Evidéncias demostram que estas
proteinas estdo envolvidas no ancoramento do complexo replicativo nas membranas
do RE, auxiliando na modulacdo da atividade enzimatica, (Chambers et al., 1990;
Hilgenfeld; Vasudevan. 2018). Essas proteinas ndo estruturais cooperativamente
desempenham um papel importante na evaséo do sistema imune inato humano (Chen
et al, 2017). A glicoproteina NS1 de ZIKV é uma proteina ndo estrutural conservada
em ~ 48kDa com dois locais de glicosilagdo sendo translocado para o ER durante a
sintese proteica e pode formar mondémeros, dimeros ou hexameros apos modificacdes
pos-traducionais (Winkler et al., 1989). A forma intracelular de NS1 é localizada nos
locais de sintese viral de RNA e desempenha um papel fundamental na replicacdo do

genoma (Lindenbach & Rice, 1999; Mackenzie; Jones & Young, 1996). Especula-se
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que o dimero de proteina NS1 associado a membrana ER desempenhe um papel
organizacional essencial na formacdo do complexo de replicacdo por meio da
interacdo com NS4A e NS4B (Lindenbach & Rice, 1999; Youn et al, 2012). Embora
ndo esteja presente na particula viral, NS1 é o principal marcador antigénico da
infeccdo viral, além de reconhecimento e evasao do hospedeiro (Young et al., 2000).

A proteina NS5, a maior das dez proteinas, apresenta um dominio N-terminal
metiltransferase que metila a estrutura de 5 'cap do RNA genémico no dominio RNA
polimerase dependente de RNA C-terminal (RdRp), que copia o0 RNA complementar
do RNA gen6mico, servindo como molde para a sintese do novo RNA viral da cadeia
positiva (Ming; Tang; Song, 2016). Durante o processo de replicacdo, a NS5 RdRp
utiliza o genoma viral ssRNA de polaridade positiva como molde para a sintese da
cadeia intermediaria de RNA de polaridade negativa. Em um novo ciclo, o ssRNA de
polaridade negativa serve como molde para a NS5 RdRp sintetizar novas moléculas
do ssRNA gendmico de polaridade positiva (Bollati et al., 2010).

A montagem da particula viral ocorre na superficie do RE, onde o RNA viral &
complexado com a proteina C, sendo posteriormente empacotado em uma bicamada
lipidica derivada de ER, contendo heterodimeros da proteina E e prM (Lorenz et al.,
2003, Mackenzie and Westaway, 2001). A proteina prM atua como um arcabouco que
evita a fusdo prematura do virus durante o seu transporte intracelular para fora da
célula (Li et al., 2008, Yu et al., 2008). A maturacdo do virus ocorre na rede trans-
Golgi, durante o transporte intracelular da particula viral, pela da clivagem do peptideo
prM via protease celular do tipo furina (Li et al., 2008, Stadler et al., 1997, Yu et al.,
2008). Por fim, as particulas virais sédo liberadas para o meio extracelular por
exocitose. A particula infecciosa do virus, contendo o ssRNA de polaridade positiva,
€ composta pelas proteinas C, M e E e por lipideos derivados da célula hospedeira.
Dessa forma, as particulas infecciosas do ZIKV apresentam-se aptas para infectar
outras células permissivas, como células de pele, pulméo, placenta, musculo, retina,
cérebro, figado, colon, préstata, testiculos, rim e células de Schwann (Hamel et al.,
2015; Salinas et al., 2015; Chan et al 2016; Alcendor, 2017).
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1.5 Epidemiologia molecular

Desde a descoberta do ZIKV em 1947, diversas cepas do virus foram isoladas
nos continentes africano, asiatico e, recentemente, no continente americano, apos a
ocorréncia do primeiro grande surto de ZIKV nas Américas. O sequenciamento
nucleotidico parcial (10,794 nucleotideos) da primeira cepa de ZIKV isolada do
macaco rhesus 766 (MR766, cepa africana do ZIKV) na floresta de Zika na Uganda,
foi realizado seis décadas apds a sua descoberta (Kuno G, Chang GJJ, 2007). O
isolamento viral desta cepa ocorreu a partir da inoculagéo intracerebral do soro
virémico do macaco Rhesus 766 em camundongos albinos sui¢os no inicio dos anos
50. Ao logo desses anos a cepa foi adaptada em laboratorio, através de sucessivas
passagens no SNC de camundongo (Dick, 1952) e em cultura de células. Atualmente,
a cepa MR766-NIID do ZIKV (numero de acesso no GenBank LC002520) foi
considerada a cepa referéncia, usada frequentemente em estudos de pesquisa in vitro
e in vivo para modelar infec¢cdes por ZIKV (Beaver et al. 2018). Devido ao impacto
epidemiologico que a infec¢éo pelo ZIKV adquiriu e a fim de compreender os fatores
envolvidos na mudanca do perfil infectivo do ZIKV, varios estudos realizaram a
comparacao da sequéncia genémica das diferentes cepas das linhagens africanas e
asiticas.

Estudos filogenéticos recentes demonstram que o ZIKV divergiu em duas
linhagens genéticas principais: africana e asiatica (Faria et al. 2016; Pettersson et al.
2016; Zhang et al. 2016), sendo esta ultima responsavel pela ocorréncia do primeiro
surto da doenca nas llhas Yap em 2007 (Lanciotti et al. 2008), nas ilhas do Pacifico
em 2013 (Cao-Lormeau et al. 2014) e pelas recentes epidemias. Alguns autores
dividem a linhagem asidtica em duas sub-linhagens: subclasse asiatica local e

subclasse americana contemporanea (Figura 1.4) (Gubler; Vasilakis; Musso. 2017).
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Figura 1.4- Arvore filogenética construida a partir da analise de maxima verossimilhanca de 93
sequéncias gendmicas de ZIKV. Divergéncia em trés linhagens principais estéo indicadas: asiatica,
africana e americana. As linhagens africanas se dividem em 2 grupos distintos, o cluster de Uganda,
gue é ancorado pelo prototipo da linhagem MR766 e o cluster da Nigéria, que inclui cepas isoladas na
Nigéria e no Senegal de 1968 a 1997. O cluster asiatico é ancorado pela linhagem P6-740 isolada na
Malasia em 1966 de A. aegypti e inclui linhagens isoladas no Camboja, Tailandia, Micronésia, Polinésia
Francesa e as recentes introdug8es no Japao, China, Australia e Cingapura. Nesse cluster, contemplam
as novas linhagens americanas que inclui linhagens do Brasil, Coldmbia, Equador, Panama, México,
Honduras, Venezuela, Republica Dominicana, Porto Rico, Haiti, Guatemala, Estados Unidos e

Suriname, além de Italia e China. Fonte: Adaptado de Gubler; Vasilakis; Musso. 2017.
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Uma das modifica¢gdes nucleotidicas mais importantes observadas entre as
cepas de ZIKV estd no motivo de N-glicosilagdo Asn-X-(Ser/Thr) na proteina do
envelope. Com base em estudos envolvendo outros flavivirus, como o virus do Nilo
Ocidental (WNV), modificacdes no aminoacido 154 da proteina do envelope estéao
associadas a invasao dos virus (Shi et al., 2017). Um estudo recente de mutagénese
na glicosilagcdo ZIKV E N154 mostra diminuicdo da infeccdo viral de mosquitos A.
aegypti por via oral (Fontes-Garfias et al., 2017). A passagem sucessiva do virus in
vitro pode estar associada a perda deste sitio de glicosilacdo e tem pode estar
relacionada como causadora de uma diminuicdo ou aumento da neuro invasao
(Haddow et al., 2012; Lee et al., 1997; Shirato et al., 2004)

A andlise filogenética das cepas de ZIKV que emergiram no Brasil indicaram
identidade com os virus circulantes na Polinésia Francesa e das llhas do Pacifico,
cepas pertencentes ao genétipo asiatico de ZIKV (Zanluca et al., 2015). Faria et
al (2016) ao realizar um estudo filogenético de sete genomas de ZIKV circulantes
no Brasil, durante o surto de ZIKV em 2015, indicou que possivelmente houve um
anico sitio de introducdo do virus nas Américas, estimada como ocorrendo entre
maio e dezembro de 2013. O mapeamento de mutacdes nos modelos estruturais
existentes revelou o contexto de alteracBes de aminodcidos virais presentes na
linhagem epidémica; no entanto o estudo relata que ndo houve alteracéo
compartilhada de aminoacidos entre os trés genomas de virus atualmente
disponiveis em casos de microcefalia (Faria et al, 2016). Porém, outro estudo
relata a deteccao do ZIKV em trés amostras com suspeita de dengue, as quais
foram positivas para ZIKV no Rio de Janeiro em abril de 2013, sugerindo que o
virus Zika foi introduzido no Brasil entre outubro de 2012 e maio de 2013 (Metsky
et al., 2017). Os estudos de evolugdo molecular demonstram que o ZIKV adquiriu
ao longo dos ultimos 50 anos diversas mutacfes adaptativas (Wang et al. 2016;
Pettersson et al. 2016) e que diversos eventos de recombinagcao podem ter ocorrido
na natureza (Faye et al., 2014). Essas alteracbes podem ter contribuido para a
modificacdo da viruléncia e infectividade do virus (Beaver et al. 2018).

Os dados obtidos pelo sequenciamento gendmico das diferentes cepas de
ZIKV durante a expansao do virus nas Americas (territorios da Ameérica Latina, Caribe,
Estados Unidos e Canada) demonstrou diferencas quando comparada ao genoma das
cepas responsaveis pelos surtos ocorridos na Asia (Shi et al. 2016). Setenta e cinco
substituicGes de aminoacidos ao longo de todo o genoma foram identificadas entre as

cepas pré-epidémicas do virus da linhagem africana e as cepas de ZIKV durante a
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epidemia de 2015/2016 (Zhu et al., 2016). Dentre as substituicbes genéticas
identificadas, as regides de E, NS3, NS4B e NS5 apresentaram maior taxa de
variabilidade, indicando uma forte pressdo seletiva na regido codificante das
proteinas. No entanto, uma importante substituicdo foi identificada na regido da prM
no genoma das cepas asiatica de ZIKV em 2013 na Polinésia Francesa; o estudo
demonstra que a mutacdo S139N causou um fendtipo microcefalico mais grave e
causou aumento de morte celular na placa cortical (Yuan, et al.,2017). A mesma
substituicdo de aminoéacido foi identificada como assinatura genética em trés cepas
brasileiras de ZIKV (ZV BR 2015/15098, ZV BR 2015/15261 e ZV BR 2016/16288),
isoladas de pacientes com sintomas brandos da doenca em 2015 (Strottmann et al.,
2019). As cepas ZV BR 2015/15098, ZV BR 2015/15261 e ZV BR 2016/16288, foram
isoladas do soro de dois pacientes residentes em Natal, Rio Grande do Norte, as
amostras foram coletadas nos meses de margo (ZV BR 2015/15098) e junho (ZV BR
2015/15261) de 2015, periodo que compreendeu o inicio da ocorréncia do primeiro
surto de ZIKV no Brasil. A cepa ZV BR 2016/16288 foi obtida da amostra de um
paciente residente em Teutbnia, no Rio Grande do Sul (RS) / Sul do Brasil em fevereiro
de 2016. As cepas brasileiras ZV BR 2015/15261 e ZV BR 2016/16288 foram isoladas
diretamente do soro de pacientes. No entanto, o isolamento da cepa ZV BR
2015/15098 so6 foi possivel apds a passagem do soro humano virémico SNC de
camundongos BALB/c neonatos. Os virus foram amplificados por trés passagens em
cultura de células de inseto C6/36 e tiveram 0 seu genoma viral completamente
sequenciado. A comparacdo entre a sequéncia da poliproteina das cepas ZV BR
2015/15098, ZV BR 2015/15261 e ZV BR 2016/16288, presente no soro de trés
pacientes infectados durante a epidemia de 2015, evidenciou 6 diferencas de
aminoécidos nas proteinas E, NS2A, NS3 e NS4A dos virus. O estudo comparativo in
vitro dos trés isolados recentes demostrou que o ZV BR 2015/15098 apresentou maior
capacidade infecciosa em células de mamifero do que em células de inseto. No
entanto, o ZV BR 2015/15261, que apresentou a menor infectividade nas linhas
celulares de mamiferos, foi o isolado que apresentou as maiores taxas de infeccao
nos mdDCs de doadores saudaveis, que € um modelo de infecgdo mais proximo ao
gue ocorre na infeccdo natural. Por outro lado, o ZV BR 2016/16288, o isolado que
circulou no sul do Brasil, um ano apés a deteccéo do primeiro caso de ZIKV no Brasil,
€ menos infeccioso quando comparado com as cepas de referéncia do estudo e dos
outros isolados, exceto nas células C6/36 (Strottmann et al., 2019). Dadas as

diferencas genotipicas e fenotipicas observadas entre os isolados clinicos, as
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variacdes na composi¢do de aminoacidos podem influenciar a maneira pela qual os
componentes virais interagem com a célula hospedeira e, portanto, podem modular
sua infectividade em diferentes substratos celulares. O efeito das substituicbes de
aminoacidos (isoladas ou em combinacdo) identificadas entre os isolados ZV BR
2015/15261, ZV BR 2015/15098 e ZV BR 2016/16288 na modulacédo das taxas de
infeccdo em diferentes substratos celulares merece uma investigacdo mais
aprofundada. Adicionalmente, tendo em vista que o isolamento da cepa ZV BR
2015/15098 so6 foi possivel apos a passagem do virus no SNC de camundongos
neonatos (Strottmann et al., 2019), o sequenciamento do genoma completo do ZV BR
2015/15098 a partir do soro do paciente infectado se faz necessario para avaliar a
presenca de potenciais mutacdes envolvidas na atenuacdo da infectividade desta

cepa em cultura de células.

1.6 Estratégias moleculares empregadas no estudo da patogénese dos Flavivirus

O sistema de genética reversa constitui uma importante ferramenta comumente
utilizada na elucidacdo de mecanismos envolvidos na replicagéo e patogénese viral.
Nesse contexto, a metodologia de clones infecciosos e replicons subgendémicos de
virus RNA possibilita a manipulacdo de genomas virais, facilitando os estudos da
biologia, patogénese e viruléncia desses virus. A técnica foi descrita primariamente
em 1981, quando Racaniello e colaboradores (1981) mostraram pela primeira vez que
o DNA complementar (cDNA) completo de um virus de RNA de cadeia positiva
(poliovirus) pode gerar virus infeccioso em células de mamiferos diretamente apos a
sua transfeccao (Racaniello; Baltimore, 1981).

Ao longo do tempo, as ferramentas para os estudos da infectividade do material
genético viral na forma de DNA foram sendo alcangadas junto com os adventos das
técnicas moleculares. Assim os DNAs plasmidiais, contendo o cDNA genémico de um
virus de RNA de polaridade positiva puderam ser engenheirados para a obtencdo de
genomas infecciosos capazes de gerar virus idénticos aos encontrados na natureza
(Ruggli e Rice, 1999; Aubry et al., 2015). Por outro lado, os replicons subgendémicos
de virus RNA apresentam-se como uma interessante ferramenta para estudos de
replicacdo viral, uma vez que os replicons possuem toda a informacdo genética
necessaria para replicacédo no interior da célula hospedeira, porém sao incapazes de

gerar particula viral por ndo possuirem as sequéncias codificadoras de proteinas
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estruturais. Assim, a metodologia de replicons subgendmicos possibilita o estudo da
replicacdo do genoma isoladamente da morfogénese viral.

As metodologias de obtencdo de genomas infecciosos e replicons
subgenbmicos apresentam-se como uma valiosa ferramenta para o estudo do papel
de fatores virais no ciclo infectivo/replicativo dos virus de RNA, tal como o ZIKV,
permitindo a facil manipulacdo e propagacdo homogénea do material genético viral.
Uma das estratégias de genética reversas descrita para gerar clones infecciosos de
Flavivirus consiste na utilizagéo de transcritos de RNA infecciosos a partir de uma
copia de DNA complementar completa do genoma viral. Esse método requer a
transcricdo in vitro do RNA viral, que deve estar sob o controle de um promotor de
RNA polimerase procarittica, e a transfeccdo do genoma de RNA infeccioso em
células eucaridticas para obtencédo de particulas virais infectivas. Neste caso, o Ultimo
nucleotideo do genoma viral deve ser seguido pela sequéncia da ribozima do virus da
hepatite delta (HDVr), que através da autoclivagem gera RNAs sintéticos contendo a
extremidade 3’ UTR precisa (Racaniello; Baltimore, 1981; Marquez-Jurado et al.,
2018). Outra abordagem utilizada para a construcdo de clone de cDNA infecciosos,
completo contendo o genoma viral flanqueado por um promotor conduzido pela
polimerase eucaridtica Il na extremidade 5', principalmente o promotor do
citomegalovirus (CMV) e a sequéncia HDVr seguida sinal de poliadenilagdo na
extremidade 3' do genoma viral (Mishin; Cominelli; Yamshchikov, 2001). O cDNA
completo é geralmente montado em vetor de baixa cdpia para sua propagacao estavel
em bactérias como a utilizacdo de cromossomos artificiais de bactérias (pBAC). O
vetor BAC de baixa coOpia permite a insercdo de moléculas de DNA grandes (de
aproximadamente 120 a 350 kb), podendo ser propagado em de E. coli, resultando
em sequéncias estaveis. Essa metodologia tem sido usada para criar clones
infecciosos de cDNA para mais de dez membros de trés familias de virus de RNA de
cadeia positiva como a familia Flaviviridae (Aubry et al., 2015). O RNA obtido através
de transcri¢do in vitro, possui as mesmas propriedades do RNA viral nativo, contendo
as informacg0es necessarias para gerar a particula viral infecciosa na célula eucariética
hospedeira.

Os clones infecciosos e replicons subgendmicos de Flavivirus constituem uma
ferramenta poderosa para o mapeamento de dominios e proteinas virais que
participam do ciclo infectivo viral. No entanto, a sua construcdo como moléculas
unicas de cDNA em vetores bacterianos revela-se trabalhosa e demorada, pois muitas

vezes sao instaveis, contém substituicbes induzidas indesejaveis e pode ser toxica
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para bactérias devido a expressdo da proteina virais (Aubrey et al., 2015). Em
contrapartida, a utilizacdo recente de um método de genética reversa, denominado
amplicons subgendmicos infecciosos (do inglés, Infectious-Subgenomic-Amplicons
(ISA)), facilita a producgéo de virus de RNA infecciosos ou subgenémicos a partir de
fragmentos de DNA gendmico interpolados (Aubry et al., 2014). Ao contrario da
técnica tradicional, ISA ndo requer necessariamente a clonagem, propagacédo de DNA
plasmidial em bactérias ou transcricdo de RNA in vitro. Em vez disso, produtos de
PCR séao engenheirados para conter regides de sobreposicédo, a fim de obter a
cobertura de todo o genoma. Uma vez obtidos, esses produtos de PCR sao entéo
misturados e transfectados em células susceptiveis para a recuperacéo viral (Aubry
et al., 2014). Essa metodologia foi utilizada por Gadea et al. (2016) para a geracao de
virus ZIKV recombinante da linhagem africana (cepa MR766). Nesse estudo, o
genoma viral foi entdo reconstituido a partir dos fragmentos de PCR sobrepostos,
contendo o promotor CMV a montante a regido 5’'UTR, a ribozima hepatite delta e o
sinal de poliadenilacdo do virus simio 40 a jusante a regido 3'UTR, resultando na
sequéncia total de RNA gendmico. Tal estratégia permitiu a obtencdo de um ZIKV
recombinante da linhagem africana com estabilidade genética quando desafiado em
células de mamifero (Gadea et al., 2016).

Por fim, ZIKV representa uma das maiores emergéncias de saude publica, no que
se refere a infecgcbes congénitas como microcefalia, desordens e malformacdes
neurolégicas durante o desenvolvimento fetal. Embora a transmisséao de ZIKV tenha
diminuido nos ultimos dois anos, casos humanos de infeccdo sdo continuamente
detectados, o que evidencia a circulacdo do virus e a possibilidade da ocorréncia de
um novo evento epidémico. Diante 0 exposto, € de fundamental importancia que o
desenvolvimento cientifico sobre os processos de infeccéo, replicacdo, adaptacédo de
ZIKV ao hospedeiro humano, além de estudos sobre o desenvolvimento de doencas
graves associadas a infeccdo por ZIKV sejam direcionadas para o enfrentamento
permanente, continuado e intenso de novas epidemias, jA que ndo existem drogas
antivirais disponiveis e nem uma vacina segura e efetiva contra o ZIKV. Nesse
contexto, 0s sistemas experimentais, tais como as metodologias de clones infecciosos
e replicons subgendmicos, sdo de grande valia para estudos de biologia basica de
virus RNA e de caracterizacdo genética entre linhagens virais. Essas ferramentas
moleculares facilitam o estudo das fun¢cdes de genes e regides ndo codificantes do
genoma no processo de viruléncia/atenuacao viral e sua relagdo com a patogénese

devido a facil manipulacdo do genoma viral.
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A utilizacao dos sistemas de clones infecciosos e replicons subgendmicos do
ZIKV pode contribuir para a resolucdo de questbes envolvendo a patogénese,
transmissao e fitness viral, bem como para a compreensao de marcadores genéticos
virais, sendo de grande importancia para o desenvolvimento de a¢8es profilaticas ou

terapéuticas, como drogas antivirais e vacinas.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Geracdao e utilizacdo de genomas infecciosos recombinantes do ZIKV para o estudo

de mutagdes pontuais envolvidas na atenuacao/patogénese viral.

2.2 Objetivos especificos

- Gerar sistemas de clones infecciosos e replicon subgenémicos de um isolado clinico
brasileiro de ZIKV (linhagem asiética).

- Determinar a sequéncia nucleotidica do ZIKV (ZV BR 2015/15098) a partir de
amostra clinica e comparar com a sequéncia genémica da mesma cepa de ZIKV

isolada em modelo de infeccdo murina;

- Gerar e caracterizar os virus recombinantes derivados dos amplicons subgendmicos
infecciosos da cepa africana de ZIKV. para determinacdo do papel da mutacao
(GNS3121E), identificada no genoma viral da cepa ZV BR 2015/15098.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Caracterizagao molecular de uma cepa de ZIKV isolada no Brasil

3.1.1 Determinag&o do genoma viral

Para determinacdo da sequéncia gendmica da cepa ZV BR 2015/15098 a partir
de amostra clinica, o RNA viral foi primeiramente extraido das amostras de soro
humano, utilizando o kit QlIAamp viral RNA Mini kit (Qiagen), de acordo com as
instrucdes do fabricante. O RNA viral foi entdo convertido em cOpia complementar de
DNA (cDNA), utilizando o kit Improm Il Reverse Transcriptase (Promega) e o
oligonucleotideo iniciador Random Primer (100pmol/uL — Invitrogen), seguindo as
especificacoes do fabricante. Os cDNAs foram utilizados como molde para
amplificacdo por PCR de oito fragmentos com sequéncias sobrepostas para cobertura
total do genoma do ZV BR 2015/15098, utilizando oligonucleotideos iniciadores
especificos para ZIKV (Tabela 3.1) e o kit comercial Long range PCR (Qiagen), de
acordo com as instrucdes do fabricante. As reacfes foram submetidas ao seguinte
ciclo de temperatura: 93°C por 3 minutos, 35 ciclos de 93°C por 15 segundos, 52°C
ou 55°C por 30 segundos e 68°C por 2 minutos. Aliquotas de 10% das reacfes de
PCR foram visualizadas por eletroforese em gel de agarose com concentracédo de
0,8%, contendo 0,5 uyg/mL de brometo de etidio. Os amplicons foram excisados de
géis de agarose e purificados, utilizando o kit comercial QIAquick gel extraction kit
(QlAgen) de acordo com as instrucdes do fabricante, e sequenciados pela empresa
Macrogen (Seoul), utilizando oligonucleotideos especificos (Tabela 3.2).
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Tabela 3.1- Oligonucleotideos iniciadores especificos para ZIKV utilizados nas reacdes de PCR

para determinacéo da sequéncia genémica da cepa ZIKV BR 2015/15098.

Oligonucleotideos Sequéncia (5'>3') Sequéncia gendémica Tamanho do amplicon
CNZik 3+ GCAGCGGAGGTCACTAGACG prM (471-490pb ) 5670b
CNZik 4- CCAAGTCCCACCTGACATACC E (1017-1037pb) P
CNZik 7+ GGCTCCCAGCACAGTGGG E (1410-1427pb) 17310b
CNZik 12- CAGATGGGCCCTCTTCAGCC NS1 (3121-3140pb) P
CNZik 11+ GCCGTCTCTGCTGATGTGGGG E/NS1 (2478-2498pb) 12650b
CNZik 14- CGCGAAGGTGGCACCCATC NS2A (3725-3744pb) P
CNZik 15+ GTGCAGGAAGGGCTGAAG NS2A (3603-3620pb) 18450b
CNZik 18- GTTGGGGACTCTGATTGGCTG NS3 (5467-5488pb) P
CNZik 19+ GAGGAGGGAGGAAGAGAC NS3 (5116-5133pb) 13150
CNZik 20- CAGGGCCGCATGATCTGAAC NS3 (6412-6431pb) P
CNZik 23+ GCCGGAATAACCTACACAG NS3 (6267-6285pb) 16860b
CNZik 24- GCGGATGGTGGCGGCGTAG NS5 (7934-7952pb) P
CNZik 27+ GACGGTGTGGCAACGGGAGGC NS5 (7803-7823pb) 15690b
CNZik 28- GGCCAATGCCAAGGCCCTGTGCCC NS5 (9348-9371pb) P
CNZik 31+ CCAGGAGGAAGGATGTATGCAG NS5 (9246-9267pb) 1433pb
CNZik fim- TCTCCTCTAACCACTAGTCCC P

Tabela 3.2- Oligonucleotideos iniciadores utilizados no sequenciamento do genoma do ZIKV.

Identificagdo Sequéncia (5'-3")
CNzik 1+ GTTGTTACTGTTGCTGACTCAGAC
CNzik 34- GCTCACACGGGCTACTCCGCG
CNzik 2- CACCCCCTCATCCAGCATAGGGC
CNZzZik 5+ CGCGTTAGCAGCAGCTGCCATC
CNzik 6- GGTGGCTTCGGCTCTTGGTG
CNzik 9+ CCAGCTCAGATGGCGGTGGAC
CNzik 8- GGGGTTAGCGGTTATCAACC
CNzik 10- GACTGCTGCTGCCAATCTACG
CNzik 13+ GGGAAAGGAGGCTGTACACAG
CNzik 17+ GGGAAGCGGAGCTGGCCCCC
CNzik 16- CGGCCATGGGCCCAGCCATCTC
CNzik 21+ GCAGTCAATGTCACCCACTC
CNzik 25+ CCCCTGACCCTAATAGTGGCC
CNzik 22- GCTGCTGCCTGCAGCCCTGG
CNZzZik 29+ GCGGCTGAGCCGTGTGACACG
CNzik 26- GTCTGGCACCCTAGTGTCCAC
CNzik CS + CCAGGGGCGGGATGGAGCATCCGGGAG
CNzik 30- GGCATTGGCCATCAGTCGGAGGTC
CNZik3'UTR+ GGGTCTACACCTGGAGTGCTGTAA
CNzik 32 - GCCATGGCGTTCTCGGCCTG
CNZzZik 33+ GCTGCCTGTGAGCCCCTCAG
CNZik 35+ AGTTGTTGATCTGTGTGAATC
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Adicionalmente, realizamos a ligagcdo das extremidades do RNA viral para
determinacao da sequéncia nucleotidica das regides 5’ e 3' UTR. O protocolo consistiu
na remocao da estrutura em Cap do RNA viral, utilizando-se o kit comercial Tobacco
Acid Pyrophosphatase (TAP) (EPICENTRE), de acordo com as instrugbes do
fabricante. Em seguida, o RNA 5 monofosforilado foi purificado pelo método de
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico. A purificacdo foi realizada através da adicao de
24% de NaCl (1 M), 2% de glicogénio de ostra (10 ng/mL), 2% de SDS (0,1 g/mL) e
4% de EDTA (0,5 M) ao RNA monofosforilado, na propor¢do 1:1. A mistura foi
centrifugada a 14.000 rpm por 2 minutos. A fracdo aquosa foi transferida para um novo
microtubo ao qual se adicionou o0 mesmo volume de solucdo de cloroférmio: alcool
isoamilico. A mistura foi centrifugada a 14.000rpm por 2 minutos. Novamente, a
solucdo aquosa foi transferida para um novo tubo contendo etanol 100% (3,4 vezes o
volume da amostra). A solucdo foi entdo incubada a -20°C por 16 h. ApGs esse
periodo, prosseguiu-se com a centrifugacdo a 14.000 rpm por 20 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado com 3 volumes de etanol 70% e
centrifugado a 14.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento incubado a 30 °C para completa evaporacao da solugcéo aquosa. O pellet
foi ressuspenso em 10 pL de agua livre de nucleasse. Os RNAs 5’ monofosforilados
purificados foram ligados em sua regiao 3’ hidroxila, utilizando-se 1 pyL da enzima T4
RNA ligase (20 U/uL) (BioLabs), 5 pL do tampéo comercial 10x, 1 yL da enzima RNase
Out (40 U/uL) (Invitrogen) em volume final de 50 pL. A mistura foi incubada por 30
minutos a 37°C e, em seguida, incubada por 5 minutos a 65 °C para inativar a acao
da enzima T4 RNA ligase. O RNA viral foi precipitado e purificado novamente pela
técnica de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico e utilizado para amplificacdo das
extremidades do genoma viral utilizando os primers CN ZIK 35+ e CN ZIK 2- (Tabela
3.2), conforme protocolo de RT-PCR descrito acima. Os fragmentos e o0s
oligonucleotideos iniciadores especificos (Tabela 3.1) foram enviados para
sequenciamento na empresa Macrogen (Seoul, Coréia do Sul). As sequéncias
nucleotidicas obtidas pelo método de sequenciamento por Sanger foram analisadas
através do pacote de programas Phred/Phrap/Consed (www.phrap.org). O software

BioEdit 7.2.5 foi utilizado para alinhamento das sequéncias.
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3.2Construcdo de genomas infecciosos e sistema subgendmico de replicon de uma

cepa brasileira de ZIKV

3.2.1 Estratégia de clonagem do genoma infeccioso e sistema de replicons de ZIKV
em cromossomo artificial de bactéria (BAC)

Inicialmente, a sequéncia gendmica da cepa ZV BR 2015/15261, depositada
no GenBank sob o numero de acesso MF073358.1, foi customizada, utilizando o
programa DNAStar (Lasergene), a fim de obter a melhor estratégia para clonagem do
genoma viral no cromossomo artificial de bactéria (pBAC). Substituicbes
conservativas foram realizadas para modificacdo de determinados sitios especificos
de endonucleases de restricdo ao longo da sequéncia gendémica do ZIKV, conforme
indicado na tabela 3.3.

Para viabilizar a construcao do clone infeccioso da cepa brasileira de ZIKV, a
sequéncia genbmica de ZV BR 2015/15261 foi fragmentada em trés segmentos de
DNA, denominados E1, E2 e E3. Adicionalmente, as sequéncias do promotor e
terminador da T7 RNA polimerase e da ribozima (RZ) do virus da hepatite delta
(Hepatitis delta virus, HDV) foram adicionadas no segmento de DNA E1. Assim, 0
cassete de DNA E1, composto por 3.330 pb, contém sequencialmente um sitio Notl,
o promotor da T7 RNA polimerase acrescido de uma guanina (G), 1.334 nucleotideos
iniciais do genoma do ZIKV (posi¢cado 1 a 1.334 do genoma viral), um linker de 21
nucleotideos entre os sitios das endonucleases de restricdo Sphl, BamHI e BstBI,
seguido por 1.676 nucleotideos finais do genoma do ZIKV (posi¢cédo 9.133 a 10.807 do
genoma viral), pelas sequéncia da HDV/RZ, do terminador da T7 RNA polimerase e
um sitio Swal (Figura 3.1 A). O cassete de DNA E2, composto por 3.447 pb, contém
sequencialmente um sitio Sphl, 3.435 nucleotideos do genoma do ZIKV (posicdo
1.341 a 4.776 do genoma viral) e um sitio BamHI (Figura 3.1 B). O cassete de DNA
E3 é constituido por um sitio BamHI, seguido por 4.344 nucleotideos do genoma do
ZIKV (posicao 4.782 a 9.126 do genoma viral) e um sitio BstBl, totalizando 4.356 pb
(Figura 3.1 C).

Os segmentos de DNA foram sintetizados e clonados em vetor de clonagem
pela empresa GenScript. Os fragmentos E1 e E3 foram clonados em vetor pUC57,
(pUC E1 e pUC E3), e dada a dificuldade na obtencéo de clones viaveis, a sequéncia
E2 foi clonada em vetor pCC1 (pCC1 E2).
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Tabela 3.3 - Otimizagdo do genoma da cepa ZV BR 2015/15261 para a estratégia de construgao do
clone infeccioso.

ALINHAMENTO OTIMIZACAO
ALY IBREL  ilEls BV corcecssmscemsssssssssmooms AGTTG 3’ 5pb Em vermelho a insercéo do
frreeerereeeeeeerererererererel sitio Notl e em verde o
PBAC cust. 1pb 5’GCGGCCGC agttg 3’ 31pb promotor da T7 RNA
polimerase

ZIKV 15261 190pb 5’ GGGGCTTGAAGAG 3’ 202pb
FEEEE 1 e Insercéo do sitio Aflll
PBAC cust. 216pb 5’ggggcCTTaagag 3’ 229pb

ZIKV 15261 684pb 5’'ACGACGTCAAC 3’ 694pb
I T I I I Remocdo do sitio Aatll
PBAC cust. 710pb 5’ acgacTtcaac 3’ 720pb

ZIKV 15261 1530pb 5’'AGCCTAGGACT 3’ 1540pb Remocao do sitio Avrll

FEEEE 1l
PBAC cust. 1556pb 5’agcctGggact 3’ 1566pb

ZIKV 15261 3711lpb 5’AAGCTTGCAAT 3’ 3721pb y .
FULEL LT Remocéo do sitio

PBAC cust. 3737pb 5’aagctGgcaat 3’ 3747pb Hind 111

ZIKV 15261 3852pb 5’'GAAAGCATGCT 3’ 3862pb
FEEEE 1l Remocéo do sitio Sphl
PBAC cust. 3878pb 5’'gaaagTatgct 3’ 3888pb

ZIKV 15261 6138pb 5’'CGACCTGAGGC 3’ 6148pb Remogdo do sitio Bsu36l

FEEEE P
PBAC cust. 6164pb 5’'cgaccGgaggc 3’ 6174pb

ZIKV 15261 8055pb 5’'GTGGACGTCTT 3’ 8065pb
LR el Remocéo do sitio Aatll
PBAC cust. 808lpb 5’'gtggaTgtctt 3’ 8091pb

ZIKV 15261 8514pb 5’GAAAGGATCCG 3’ 8524pb Remocdo do sitio BamHI

FEEEE et
PBAC cust. 8540pb 5’gaaagRatccg 3’ 8550pb

ZIKV 15261 9543pb 5’ GAGGCTGAGGA 3’ 9553pb Remocéo do sitio BbvCl

FEEEE 1t
PBAC cust. 9569pb 5’gaggcCgagga 3’ 9579pb

ZIKV 15261 9700pb 5’ATGCCCTCAGGTTC 3’ 9713pb Remocéo do sitio Bsu361

FEEEE 1 rerrnd
PBAC cust. 9726pb 5’atgccTtGaggttc 3’ 9739pb

Inser¢do da sequéncia de
BA . 1 4-1091

PBAC cust 083 0918pb HDV
Insercdo da sequéncia T7

BAC t. 10932-11051pb
P cus p Terminator
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Nota: Identificacdo da modificagdo com caracteres em mailsculo e negritado correspondem a
otimizacdo do genoma.

Para a obtencdo do sistema subgendmico de replicon do ZIKV, a estratégia
consistiu em substituir a sequéncia que codifica para as proteinas estruturais do ZIKV
(posicéo 1 a 2.525 do genoma viral) pela sequéncia truncada, composta por um sitio
Notl anterior a sequéncia do promotor T7, seguida pela sequéncia nao traduzida
5’'UTR do ZIKV (posicédo 1 a 188 do genoma viral), 28 nucleotideos da sequéncia do
capsideo (posicdo 189 a 217 do genoma viral), 68 nucleotideos da sequéncia do
envelope (posicéo 2.422 a 2.489 do genoma viral) e 36 nucleotideos de NS1 ( posicéo
2.490 a 2.525 do genoma viral), finalizando com a sequéncia do sitio Mlul (Figura 3.1
D). A sequéncia truncada de 352 pb, denominada E4, foi sintetizada pela empresa
GenScript em vetor pUC57. A estratégia de montagem do replicon de ZIKV consistiu
em substituir a regido que codifica para as proteinas estruturais do ZIKV, previamente
clonadas em vetor pBAC entre os sitios Notl e Mlul, pelo segmento de DNA truncado
EA4.

BstBl
Sphi BamHI o Swal
Not! 1.366 1393 1420 3330

1
T T7 - -
G(GG[(G(promumI __l (5 ” p!M Il E IGCATG[ ccaseus6 GGATCCacuer ’ WCGAAﬁ termmm,' Ribozima IATWAMT

BamH| BamHI BstBl Notl
Sphi i Ml

1 1 4.356 1 = | 2.557
Gmm(uiiiﬁﬁmcc GGATCC-ii -WCGAA B ¢ ) e

Figura 3.1 - Representacao esquematica dos fragmentos de DNA sintéticos utilizados para a construcdo
do genoma infeccioso e replicon subgenémico de ZIKV. A. Fragmento de DNA E1. B. Fragmento de
DNA E2 C. Fragmento de DNA E3 D. Fragmento de DNA E4 para construg&o do replicon subgendmico.
Na figura estdo representados os sitios para as enzimas de restricdo (vermelho) utilizadas para a
clonagem dos fragmentos de DNA de interesse, as sequéncias nucleotidicas linkers entre os sitios das
enzimas de restricdo (preto), as regides 5’UTR e 3’'UTR (estrutura secundaria), s proteinas estruturais
(cinza), as proteinas nao estruturais (azul), o promotor T7 da RNA polimerase (branco), o terminador
T7 da RNA polimerase (cinza) e ribozima (amarelo).

3.2.2 Transformacdo dos fragmentos sintéticos em E. coli TOP 10 quimio

competentes

Para a amplificacdo dos plasmideos contendo os seguimentos de DNA
sintéticos (pUC E1, pUC E3 e pCC1 E2), bactérias E. coli da linhagem TOP 10 quimio-

competente (CaClz2) foram transformadas com aproximadamente 100 ng de cada
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clone recombinante comercial. As bactérias foram preparadas em nosso laboratorio,
oriundas de estoques em 50% glicerol segundo protocolo de Mandel e Higa (1970)
modificado. As bactérias competentes foram descongeladas em banho de gelo
durante 10 minutos e, em seguida, 50 ng do vetor recombinante foi adicionado. A
mistura era mantida em gelo por 30 minutos e depois submetida a um choque térmico
por 2 minutos a 42°C. Imediatamente ap0s o choque térmico, as células eram
mantidas em gelo por no maximo 2 minutos. Posteriormente, eram adicionados 900
ML de meio SOC e a mistura mantida sob agitacao (200 rpm) a 37°C por uma hora
para recuperacgéo celular. Apds esse periodo, aliquotas ou todo volume das bactérias
transformadas eram semeadas em placas de meio LB sélido, contendo o antibiético
apropriado (100 pg/mL de ampicilina ou 20 pg/mL de cloranfenicol). As placas
semeadas eram incubadas a 30 °C por 16 h. Apés a verificagcdo da presenca de
possiveis coldnias recombinantes, cada clone candidato era transferido da placa de
crescimento para pontos numerados de outra placa de meio LB, contendo os mesmos
antibidéticos.

A triagem das colbnias foi realizada atraves da digestdo com as endonucleases
respectiva de cada fragmento (Figura 3.2) seguindo as especificagbes do fabricante.
As colbnias positivas que apresentavam o tamanho esperado do fragmento foram
inoculadas com 3 mL de meio LB, acrescido com o antibiético apropriado e incubadas
a 30°C por 16 horas, sob agitacdo constante (200 rpm). As culturas de bactérias
recombinantes eram utilizadas para extracdo dos plasmideos recombinantes e
manutencdo dos estoques bacterianos em 25% de glicerol estéril. Para a obtencéo e
purificacdo do DNA plasmidial foi utilizado o Kit Wizard Plus SV Minipreps DNA

Purification System (Promega), seguindo as recomendacdes do fabricante.

3.7.1 Obtencéo e clonagem dos fragmentos sintéticos em vetor pBAC

A sequéncia linear do vetor pBAC utilizado neste estudo foi obtida a partir da
digestdo do vetor pPBACDV1 (vetor pBAC contendo a sequéncia completa do genoma
do virus da dengue tipo 1 (DENV-1) clonada entre os sitios Notl e Swal) (Borba et al.,
2012) com as endonucleases de restricdo Notl (Biolabs) e Swal (Biolabs). Da mesma
forma, o vetor pUC E1 foi digerido sequencialmente com as endonucleases de
restricdo, Notl (Biolabs) e Swal (Biolabs) para clonagem em vetor pBAC e geragao do
clone recombinante pBAC E1. Apoés purificacdo com o QiaQuick Gel Extraction Kit

(QIAGEN), o cassete sintético E1 resultante e o vetor pBAC foram ligados a 16°C por
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16 horas, utilizando a enzima T4 DNA ligase (BioLabs), obedecendo as condi¢des
determinadas pelo fabricante e a propor¢cao molar de 3:1 (inserto:vetor), a partir de 30
ng do pBAC. Todo o volume da reacao de ligacédo foi utilizado para transformacéao em
E. coli da linhagem TOP 10 quimio-competente (CaClz). As bactérias recombinantes
foram plaqueadas em meio TB (terrific broth) sélido, suplementado com 15 ug/mL de
cloranfenicol, e incubadas por 16 h a 30°C. Os clones recombinantes obtidos foram
triados através da digestdo com endonucleases de restricdo Swal e Notl. Para verificar
se 0 segmento de DNA inserido apresentava-se em fase com a sequéncia do vetor, 0
sequenciamento nucleotidico do DNA plasmidial recombinante foi realizado pela
empresa Macrogen (Seoul, Coréia do Sul), utilizando os oligonucleotideos T7
promoter e T7 terminator, respectivamente.

Para a insercdo do gene sintético E2, o vetor PCC1 E2 foi digerido
sequencialmente pelas endonucleases Sphl (Biolabs) e BamHI (Biolabs). Da mesma
maneira, o vetor pBAC E1, previamente obtido, foi digerido com as enzimas Sphi
(Biolabs) e BamHI (Biolabs) para a geracdo do clone recombinante pBAC E1/E2. Os
fragmentos especificos foram purificados utilizando o QiaQuick Gel Extraction Kit
(QIAGEN). A ligagdo do cassete sintético E2 no vetor pBAC E1 foi realiza nas
condicbes de 16°C por 16 horas, utilizando a enzima T4 DNA ligase (BioLabs),
obedecendo as condi¢cbes determinadas pelo fabricante e a proporcdo molar de 3:1
(inserto:vetor). Todo o volume da reacao de ligacao foi utilizado para transformacao
em E. coli da linhagem TOP 10 quimio-competente (CaClz). As bactérias
recombinantes foram plagueadas em meio TB sdlido, suplementado com 15 ug/mL de
cloranfenicol, e incubadas por 16 h a 30°C. Os clones recombinantes obtidos foram
triados através da amplificacdo por PCR, utilizando os primers ZIK 3+/4- (567 pb). Os
clones recombinantes positivos foram triados por digestdo com as endonucleases de
restricdo Swal (BioLabs) e Notl (BioLabs). Para o clone que apresentou a liberacao
do fragmento de 6.777 pb, foi realizada a amplificacdo por PCR utilizando a enzima
DNA polimerase high fidelity do kit comercial Long range PCR (Qiagen), e 0s
oligonucleotideos especificos ZIK 5+/6- para amplificacdo de um fragmento de 637
pb, ZIK 7+/8- (657 pb), ZIK 9+/10- (627 pb), ZIK 11+/12- (663 pb), ZIK 13+/14- (687
pb), ZIK 15+/16- (732 pb), ZIK 17+/18- (1.233 pb) e ZIKV 3'UTR+/36- (452 pb). Os
fragmentos amplificados por PCR foram purificados com o QiaQuick Gel Extraction Kit
(QIAGEN) e sequenciados pela empresa Macrogen, utilizando os oligonucleotideos

descritos na Tabela 3.1 e 3.2.

30



Devido a dificuldade de clonagem do fragmento E3 no vetor pBAC, duas
abordagens para a insercdo de E3 foram utilizadas. A primeira consistiu na tentativa
de insercdo do fragmento E3 no vetor pBAC E1/E2 e a segunda na tentativa de
insergcéo no vetor pBAC/E1, ambas utilizando as endonucleases BamHI (Biolabs) e
BstBI (Biolabs). A obtencdo do gene E3 foi possivel pela digestdo do vetor PUC E3
com as endonucleases BamHI (Biolabs) e BstBl (Biolabs), de acordo com as
instrucdes do fabricante, liberando o fragmento de interesse com 4.356 pb. Da mesma
forma, os vetores pBAC/E1 e pBAC E1/E2 foram digeridos com as endonucleases
BamHI (Biolabs) e BstBI (Biolabs) para a linearizacdo da sequéncia nucleotidica. Os
fragmentos digeridos foram purificados com o QiaQuick Gel Extraction Kit (QIAGEN)
e 0 cassete sintético E3 resultante foi utilizado para a reacédo de ligacdo ao vetor
pBAC/EL, utilizando a enzima T4 DNA ligase (BioLabs), de acordo com as instru¢gbes
do fabricante. Alternativamente, o segmento de DNA E3 foi utilizado para ligagdo em
vetor pBAC E1/E2, previamente digerido com as mesmas endonucleases de restricao.
Todo o volume da reacdo de ligacdo foi utilizado para transformacdo em cepas
bacterianas que diminuem a probabilidade de recombinagéo de DNA, sendo STBL-2
(Invitrogen) ou EPI300 (Epicentre) quimio-competente (CaClz). As bactérias
recombinantes foram plagueadas em meio TB sélido, suplementado com 15 ug/mL de
cloranfenicol, e incubadas por 16 h a 30°C. Os clones recombinantes obtidos foram
triados através da digestdo com endonucleases de restricdo BamHI (Biolabs) e BstBI
(Biolabs).

A estratégia de construcdo do sistema subgenémico de replicon do ZIKV
consistiu na retirada de 2.550 pb da porcéo inicial do genoma de ZIKV, utilizando as
enzimas de restricdo Notl (Biolabs) e Mlul (Biolabs) do vetor pBAC E1/2. Da mesma
forma o vetor PUC E4 foi digerido com as endonucleases Notl (Biolabs) e Miul
(Biolabs), liberando o fragmento de interesse com 356 pb. Os fragmentos purificados
pela excisdo de bandas em gel de agarose, utilizando o QiaQuick Gel Extraction Kit
(QIAGEN), foram ligados utilizando a enzima T4 DNA Ligase (BioLabs) nas condi¢cbes
de 16°C por 16 horas, obedecendo as condi¢cdes determinadas pelo fabricante e a
proporcao molar de 3:1 (inserto:vetor). Todo o volume de ligacao foi transformado em
E. coli EPI300 calcio competente, sendo esta cepa por possuir maior estabilidade. As
bactérias recombinantes foram plagueadas em meio TB so6lido, suplementado com 15
ug/mL de cloranfenicol, e incubadas por 16 h a 30°C. Os clones recombinantes obtidos
foram triados por PCR utilizando a enzima DNA polimerase do kit NAT HIV/HCV/HBV

(IBMP) com o DNA plasmidial e os oligonucleotideos iniciadores ZIK 35 e ZIK 10 e 0
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ZIK 35 e ZIK 12, para a amplificacdo de um fragmento de 458 pb e 945 pb,
respectivamente. Com a confirmacédo do clone recombinante pela técnica de PCR, o
DNA plasmidial do clone foi tratado com as endonucleases de restricdo Swal e Noitl,
liberando um fragmento de 4.579 pb correspondendo ao inserto total. A insergcéo do
fragmento E3 se deu pela digestdo do vetor PUC_E3 com as endonucleases BamHI
(BioLabs) e BstBI (BioLabs) liberando um fragmento de 4.356 referente ao fragmento
E3. Da mesma forma o vetor pRepBAC E1/E2/E4 foi digerido com as enzimas BamHI
(BioLabs) e BstBI ( BioLabs) para linearizacao do vetor. Posteriormente os fragmentos
foram purificados pela excisdo de bandas em gel de agarose, utilizando o QiaQuick
Gel Extraction Kit (QIAGEN), foram ligados utilizando a enzima T4 DNA Ligase
(BioLabs) nas condicbes de 16°C por 16 horas, obedecendo as condicbes
determinadas pelo fabricante e a proporcdo molar de 3:1 (inserto:vetor). Todo o
volume de ligacdo foi transformado em E. coli EPI300 calcio competente, e
posteriormente, plaqueadas em meio TB soélido, suplementado com 15 ug/mL de
cloranfenicol, e incubadas por 16 h a 30°C. O clone recombinante obtidos foi triado
por PCR utilizando a enzima DNA polimerase do kit NAT HIV/HCV/HBV (IBMP) com
o DNA plasmidial , utilizando os oligonucleotideos iniciadores ZIK 19 e ZIK 20 para
amplificacdo de um fragmento de 1.315pb. Com a confirmacdo da inser¢cdo do
fragmento E3 pela amplificacdo do fragmento especifico pela técnica de PCR, o
replicon foi tratado com as endonucleases de restricdo Swal (BioLabs) e Notl
(BioLabs), ocasionando a liberagédo de um fragmento de 8.712 pb.

3.3 Obtencdo de ZIKV recombinantes através do método de infeccdo de
amplicons subgenémicos (ISA)

A fim de obtermos os ZIKV recombinantes para estudos comparativos de
infectividade viral, utilizamos a tecnologia de amplicons subgendmicos infecciosos
(ISA), estabelecida por Gadea e colaboradores (2016). A metodologia de ISA foi
empregada para a obtencdo de ZIKV recombinante da linhagem africana (cepa MR
766 NIID — numero de acesso no GenBank LC002520), neste trabalho denominado
de MR766wr (WT, do inglés wild type) e uma variante contendo uma mutacdo na
posicdo 4.974 do genoma do ZIKV, denominada MR766wmuti21. A estratégia de
obtencdo do mutante esta descrita no topico subsequente (3.3.1).

Para obtencdo do ZIKV recombinante MR766wr, primeiramente 0 genoma
do ZIKV foi amplificado em quatro fragmentos, denominados Z1 a Z4 (Tabela 3.4),
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utilizando como molde os genes sintéticos Z1 a Z4 (clonado em PUC57) que
compreendem o genoma completo do ZIKV, gentilmente cedidos pelo Dr. Philippe
Després do laboratorio de Processus Infectieux en Milieu Insulaire Tropical (PIMIT) da

Ilha da Reuniao.

Tabela 3.4 - Identificacdo dos fragmentos de PCR para montagem do ZIKV recombinante pela técnica
de ISA

Identificacdo do fragmento Sequéncia genémica de ZIKV Tamanho (nt)
Z1 5'UTR-C-prM/M-E 2.842
Z2 NS1-NS2A-NS2B-NS3 3.407
Z3 NS3-NS4A-NS4B-NS5 2.622
Z4 NS5-3'NTR 2.949

Os genes sintéticos utilizados para amplificacdo do genoma completo do
ZIKV foram desenhados para permitir a correta montagem, replicacdo e traducédo do
RNA viral ap6s a transfec¢cdo dos amplicons subgendémicos na célula hospedeira.
Assim, cada clone (Z1 a Z4) foi delineado para conter em suas extremidades
sequéncias de sobreposicao de 34 a 41 nucleotideos, conforme representado na
Figura 3.2. Adicionalmente, no clone Z1 a regido promotora do virus CMV foi
adicionada a montante da regido 5UTR e no clone Z4 a sequéncia sinal de
poliadenilacdo do virus simio 40 (SV40) foi adicionada a jusante da regido 3'UTR. A
reacado em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada utilizando-se o kit de amplificacao
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Biolabs), conforme as instru¢cdes do
fabricante. Para tanto, foram utilizados 10 ng do DNA plasmidial dos clones
recombinantes de ZIKV (Gadea et al., 2016), 2,5 pL de cada oligonucleotideo iniciador
(Tabela 3.5) na concentracéo de 10 uM, 4 uL de dNTP na concentracao de 2,5 mM,
10 pL do tampéao Phusion HF (5x) e 0,5 pL da enzima Phusion DNA polymerase, o

volume final da reacao foi ajustado com agua DEPC para 50 pL.
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Tabela 3.5- Oligonucleotideos iniciadores utilizados para obtencao dos fragmentos correspondentes ao
genoma de ZIKV pelo método de amplicons subgendmicos (ISA).

Identificacdo Sequécia 5'-3'

Z1F GCGGCCGCTAGTTATTAATAGTAATC
Z1R CCCCCAGGACTGCCATICTCTTG

Z2 F GAGGCCACTGTGAGAGGCGCCAAGAG
Z2R CCATGATTGGTGAGTTAGAGTCAGG
Z3F CCCGTGATGCGTTTCCTGACTCTAAC
Z3R GAGAGCACTCTGAGTGTTCGTGTC
ZAF CCTGAAGTGGAAGAGACACGAAC
ZAR GCGCGCTAAGATACATTGATGAGTTTGG

As reacdes foram submetidas ao seguinte ciclo de temperatura: 98°C por 30
segundos, 30 ciclos de 98°C por 30 segundos, 65°C por 10 segundos e 72°C por 2
minutos, terminando com 72°C por 5 minutos. A especificidade da amplificacao foi
avaliada por eletroforese em gel de agarose 1% e os produto de PCR purificados com

kit QIAquick PCR Purification (Qiagen), de acordo com as instrucdes do fabricante.
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Figura 3.2- Esquema representativo do método de ISA para obtencdo dos clones recombinantes de
ZIKV da cepa africana. Genoma completo de ZIKV representando as proteinas estruturais (laranja) e
nao estruturais (azul), flanqueado pelas regides 5’ e 3'UTR (estrutura secundaria). Abaixo a ilustracéo
do genoma do ZIKV fragmentado em quatro segmentos (Z1 a Z4) na forma de DNA. O fragmento Z1
contém a sequéncia do promotor CMV a montante da regido 5UTR. O fragmento Z4 contém a
sequéncia que codifica para a ribozina e uma sequéncia sinal poli A ajusante a regido 3’UTR do genoma
do ZIKV. * Indica a posicdo nucloetidica da mutag&o sitio dirigida na posicdo 2.765 do fragmento Z2
(posicdo gendmica 4.974 = alteracéo do residuo de aminoacido 121 da proteina NS3).

Apés a purificacdo, os fragmentos foram utilizados para eletroporacdo em células

Vero, conforme descrito no item 3.3.2.
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3.3.1 Mutagénese sitio dirigida para obtencéo de ZIKV recombinante mutante

Para obtencdo do ZIKV recombinante contendo a mutacdo pontual
(glicina(G)/acido glutamico(E)) no residuo 121 do dominio protease da proteina NS3
(ZIKV MR766 mut121), utilizamos a técnica de mutagénese sitio dirigida seguindo as
instrucdes do fabricante do kit QuickChange site-direct mutagenesis (Stratagene).
Para tanto, utilizamos 50 ng do DNA plasmidial do clone Z2 da cepa do ZIKV (Gadea
et al, 2016) e 125 ng dos primers mutagénicos CNZK766F -
5’'CAAGACAAAGGACGAGGACATCGGAGCAGY e CNZK766R -
5CTGCTCCGATGTCCTICGTCCTTTGTCTTG3’. Os nucleotideos sublinhados na
sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores indicam a mutagéo inserida na posi¢cao
de interesse. A mutacdo ndo conservativa esta localizada na posicdo 2.765 do
fragmento Z2 e na posicédo 4.974 do genoma do ZIKV. Para a PCR mutagénica, o
seguinte ciclo de amplificacédo foi utilizado: 1 ciclo de 95°C por 30 segundos, 16 ciclos
de 95°C por 30 segundos. Posteriormente o produto de amplificagcéo foi tratado com
1 pL da enzima de restricdo Dpnl. O DNA resultante foi transformado e amplificado
em bactérias calcio competentes E. coli cepa TOP 10. O DNA plasmidial foi isolado
utilizando o kit Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega),
seguindo as recomendacdes do fabricante), e sequenciado pela empresa Macrogen
para verificacdo da correta insercdo da mutacgéo e exclusao da presenca de mutagdes
indesejadas.

Apods a confirmacdo da sequéncia, o clone Z2 mutante foi utilizado para
amplificagdo do fragmento Z2, utilizando os primers Z2 forward (5 -
GAGGCCACTGTGAGAGGCGCCAAGAG-3), e Z2 reverse (5 -
TCCATGATTGGTGAGTTAGAGTCAGG-3’) e o kit de amplificacdo Phusion High-
Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific), conforme descrito no item anterior 3.3.
O produto amplificado foi avaliado por eletroforese em gel de agarose 1% e purificado
com kit QIAquick PCR Purification (Qiagen), de acordo com as instru¢cbes do

fabricante.

3.3.2 Eletroporacéo dos fragmentos de DNA e obtencéo dos ZIKV recombinantes

Para obtenc&o do ZIKV recombinante MR766wr, 0 conjunto dos produtos de
PCR purificados Z1, Z2, Z3 e Z4 foram misturados na mesma proporg¢éo v/v 1:1 (2 pl

de cada produto purificado) e eletroporados em células Vero. Da mesma forma, o
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conjunto dos produtos de PCR Z1, Z2mut, Z3 e Z4 foram utilizados para a geracao do
ZIKV recombinante MR766mut121. Para cada eletroporagéo, foi utilizado 1.10° células
Vero ressuspendidas em 400 ul de PBS gelado. As condicdes para a eletroporacéo
consistiram em dois pulsos seguidos de 150 V, 50 uF e 450 V, 150 uF, usando o
eletroporador de células Gene Pulser Xcell™ (BioRad). Imediatamente apds a
eletroporacdo, as células foram transferidas para uma garrafa de cultivo (25 cm?),
contendo o meio de cultivo DMEM F-12 suplementado com 5% de soro fetal bovino,
25 pg/mL de gentamicina, 1% de piruvato e 1% de glutamina, e incubadas a 37°C em
atmosfera de 5% de CO:2 por 5 dias apoés transfeccdo (5 dpt). Posteriormente, o
sobrenadante das células eletroporadas foi utilizado para a infecgéo de 1.10° células
Vero em uma nova garrafa de cultivo (25 cm?). O in6culo foi incubado por 4 horas a
37°C com 5% de CO2. Apds esse periodo, o sobrenadante foi removido e um novo
meio adicionado para geracdo da passagem 1 (P1). A cultura foi acompanhada para
visualizacdo do aparecimento de efeito citopatico (CPE) por até 5 dpt. Para
amplificacéo viral, 500 pl do sobrenadante de P1 foram utilizados para a infeccéo por
1 h de células Vero (1.10° células uma garrafa de cultivo (25 cm?)). Apds esse periodo,
0 sobrenadante foi removido e um novo meio adicionado para geragdo da P2. O
sobrenadante da cultura foi utilizado para determinacao do titulo viral pela técnica de
formacao de placa de lise.

Os ZIKV recombinantes da P2 foram amplificados em células Vero para a
producdo de estoque viral (P3) e posterior analise e caracterizacdo do fendtipo viral.
Para tanto, as células Vero foram plagueadas em garrafas de 75 cm?, contendo
1,5x10° células, e inoculadas com uma multiplicidade de infeccdo (MOI) de 0.001 da
cepa viral de P2 em meio de cultura DMEM F-12 suplementado sem SFB. O inéculo
foi incubado com as células por 2 h a 37 °C em estufa de CO2, sendo em seguida o
in6culo substituido por meio de cultura DMEM F-12 completo e novamente incubado
em estufa COza 37 °C. O sobrenadante foi recolhido imediatamente ao se observar a
presenca de efeito citopatico (CPE). Os sobrenadantes das culturas foram clarificados
por centrifugacéo a 2.000 rpm por 10 minutos a 4 °C e estocados a -80°C. Os mesmos

procedimentos foram realizados para o controle negativo dos experimentos (MOCK).

3.4 Titulacéo viral por formagéo de placa de lise

A quantificacdo de particulas virais foi avaliada através da técnica de titulacéo viral

por formacao de placa de lise em células Vero. As células foram semeadas em placa
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de cultivo de 6 pocos (1,5.10° células/poco) e infectadas com diluicdes seriadas (1:10
em meio DMEM F-12 suplementado sem SFB) do sobrenadante de cultura de ZIKV
ou do MOCK. O inéculo (400 uL/pogo) foi incubado, em duplicata, com as células por
1 h em estufa a 37 °C com 5% CO: e, em seguida, substituido por uma mistura de
meio de cultura DMEM F-12 (suplementado com 10% de SFB, 2%
penicilina/estreptomicina, 2% L-glutamina, 2% piruvato de sodio) e Carboxi Metil
Celulose (CMC) 3,2% na proporcao de 1:1 (v/v). As culturas de células foram
incubadas em estufa a 37°C com 5% CO: por 5 dias.

Para a revelagdo das placas de lise, as células foram lavadas trés vezes com
PBS para completa remocéo do CMC, fixadas em paraformaldeido 3% por 20 minutos
a temperatura ambiente. Em seguida, foram lavadas com PBS para a remocéo do
paraformaldeido e incubadas com cristal violeta durante 10 minutos a temperatura
ambiente. A solugdo de cristal violeta foi retirada cuidadosamente com o auxilio de
uma pipeta Pasteur, e lavada por imersdo em agua potavel para a remocao de
qualquer resquicio da solucdo. As placas de lise foram quantificadas por visualizacao
e utilizadas para determinacao do titulo viral, através do calculo de divisdo do valor de
média de unidade formadora de placa (PFU) pelo volume em mililitros do inéculo viral.
O valor obtido elevado exponencialmente pela diluicdo de contagem de PFU

representa o titulo viral por mL.

3.5 Ensaios de caracterizagédo in vitro dos ZIKV recombinantes

Para avaliar o efeito da mutacdo ndo conservativa GNS312:E na infectividade
do ZIKV, o perfil infectivo dos ZIKV MR766wt € MR766121mut fOi avaliado através de
uma cinética de infeccdo em célula de inseto (C6/36) e duas linhagens de células de
mamifero (Vero e Huh7.5). Todos os experimentos de caracterizacao biolégica foram
realizados utilizando-se virus de baixa passagem em cultivo de células Vero (P3).
Para tanto, placas de 96 pocos foram semeadas com 8.10° C6/36/poco, 1,10%
Huh7.5/pogco e 1.10* Vero/poco e infectadas com MOI de 10. As células foram
incubadas com inoculo viral em meio de cultivo sem SFB por 2 h, sendo que a
linhagem de C6/36 foi incubada em estufa BOD a 28 °C e as células Huh7.5 e Vero
incubadas em estufa a 37 °C com 5% de CO2. Apos o periodo de incubacgéo, o inéculo
foi substituido por meio de cultivo completo especifico para cada célula e incubado
por 24 e 48 horas pos infeccao (hpi). No tempo determinado, o sobrenadante de cada
célula foi recolhido para determinacgéo do titulo viral, pela técnica de titulac&o viral por
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formacao de placa e as células fixadas com paraformaldeido (PFA) 3% para avaliacdo

das células infectadas por imunofluorescéncia indireta (IFI).

3.5.1 Imunoflorescéncia indireta (IFI)

A determinacédo da porcentagem de células C6/36, Huh7.5 e Vero infectadas pelos
ZIKV recombinantes foi avaliada por IFI nos tempos de 24 e 48 hpi. Imediatamente
apos o recolhimento do sobrenadante celular nos tempos indicados, as células
infectadas foram fixadas com PFA 3% por 20 min a temperatura ambiente. Em
seguida, as células foram lavadas 3 vezes com PBS para a completa remocao do PFA
e permeabilizadas com PBS/Triton 0,5% por exatos 4 minutos a temperatura
ambiente. As células foram lavadas trés vezes com PBS e incubadas com o anticorpo
primario 4G2 (diluicdo 1:400 em tampdo PBS/BSA 1%) em estufa a 37 °C por 30
minutos. Em seguida, as células foram lavadas com PBS e incubadas com anticorpo
anti-mouse conjugado com Alexa Fluor 488 (diluicdo 1:800 em tampédo PBS/BSA 1%)
a 37 °C por 30 minutos. Posteriormente, as células foram lavadas com PBS e o nlcleo
das células marcados com DAPI (diluicdo 1:100 em PBS, BSA 1%) através da
incubacao durante 15 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as células foram
lavadas cinco vezes com PBS e 50 uL de PBS/glicerol foram adicionados sobre as
células. As células foram analisadas no equipamento High-Content Operetta para

determinacao da porcentagem de células infectadas e aquisicdo das imagens.

3.6 Anadlise de infeccdo das cepas recombinantes em células dendriticas.

3.6.1 Obtencdao de células mononucleares de sangue periférico

As células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) foram obtidas de trés
doadores humanos saudaveis (aproximadamente 80 mL) através de punc¢do venosa
realizada por um técnico especializado. O sangue foi diluido em PBS comercial
(Lonza) na proporcgao 1:2 e adicionado a um gradiente de densidade, utilizando o kit
comercial Lymphocyte Separation Medium (Lonza) na propor¢cao de 1:4. A mistura foi
centrifugada a 750 g por 20 minutos em temperatura ambiente, sem uso de aceleragao
e freio. ApOs a centrifugacao, a interfase contendo PBMCs foi retirada e submetida a
lise de hemacias com solug&o de cloreto de amonio 0,16 M por 5 minutos no gelo. Em

seguida, as células foram lavadas duas vezes com solucdo de PBS suplementado
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com solucao anticoagulante citrato dextrose (ACD) 0,06%, SFB 5% e ressuspendidas
com o tampéao PBS/SFB/ACD. A concentracao celular foi determinada pela contagem

em camara de Neubauer.

3.6.2. Purificacdo de mondcitos CD14+ utilizando microesferas magnéticas

Os mondcitos presentes nas células mononucleares de sangue periférico
(PBMC) de cada doador foram purificados através da utilizacdo de microesferas CD14
(Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA). Para isso, 10 pL de microesferas CD14 foram
misturadas a 1x107 PBMC e incubadas em gelo Umido por 20 minutos.
Posteriormente, foi adicionado 20 mL do tampé&o PBS/SFB/ACD e a suspensao celular
foi centrifugada por 10 minutos a 900 rpm a 4°C. As células foram recuperadas em
500 pL do tampéo PBS/SFB/ACD e vertidas na coluna LS (Miltenyi Biotec). Apés lavar
a coluna trés vezes, as células CD14 positivas foram eluidas em 5 mL do tampé&o
PBS/SFB/ACD e centrifugadas por 10 minutos a 1000 rpm. As células foram
ressuspendidas em meio RPMI 1640 (Lonza) suplementado com 10% SFB. Em
seguida células foram coradas com azul de triptan para visualizacdo e determinacéo

da viabilidade celular em camara de Neubauer.

3.6.3. Derivacdo de mondcitos para células dendriticas

Determinada a concentracdo total dos mondcitos purificados, 5.10°
células/mL de cada doador foram cultivadas em garrafas de cultivo celular de 75cm?,
contendo meio RPMI suplementado com 10% de SFB, 25ng/mL da proteina
recombinante IL-4 humana e 12,5 ng/mL da proteina recombinante GM-CSF humana,
por 72 h a 37°C em atmosfera de 5% CO2. Apos esse periodo, meio de cultivo fresco
suplementado com as citocinas recombinantes foi adicionado e as células foram
mantidas em cultivo por mais 96 h a 37°C com 5% CO:2. No sétimo dia, as células
foram recuperadas e centrifugadas por 10 minutos a 400 g em temperatura ambiente.
Em seguida, as células foram coradas com azul de triptan para visualizacdo e
determinacdo da viabilidade celular em camara de Neubauer. As células de cada
doador foram plagueadas na concentracdo de 1.10° células/poco em placas de 96
pocos e incubadas 37°C com 5% CO2. Apos 24h do plagueamento, as células de cada
doador foram submetidas a infeccdo pelos virus recombinantes MR766wr e

MR766121mut, € pelo isolado recente da cepa asiatica de ZIKV (cepa ZV BR
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2015/15261) e MOCK, estes utilizados respectivamente como controle positivo e
negativo de infeccdo. As células foram incubadas com os virus na MOI de 10 em
estufa a 37°C com atmosfera de 5% CO:2 por 1h30 min. Uma cinética de infec¢éo de
6, 48 e 72 hpi foi realizada. Em cada tempo o sobrenadante das culturas foi
recuperado e utilizado para determinacao do titulo viral. As células infectadas foram
preparadas para marcacdo da proteina viral e marcadores celulares para posterior

analise por citometria de fluxo.

3.6.4 Imunofenotipagem e avaliacdo da infeccéo de células dendriticas por citometria
de fluxo.

Para a determinacé@o da taxa de infec¢do e imunofenotipagem, as células
infectadas foram transferidas para um microtubo contendo tampéao de bloqueio (PBS,
5% de SFB e 1% de soro humano) e incubadas por 20 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, as células foram centrifugadas a 2.000 rpm por 4 minutos e 0
sobrenadante descartado. As células foram entéo fixadas e permeabilizadas com 100
pL de Cytofix/Cytoperm (Becton & Dickinson) por 20 minutos. Apos a incubacao, as
células foram centrifugadas a 2.000 rpm por 4 minutos e submetidas a marcacao com
anticorpo 4G2 (1:100 em tampao Permwash) e incubados a 37°C por 30 minutos.
Posteriormente para a retirada do excesso do anticorpo priméario foi adicionado 100
pL tampdo Permwash e centrifugado a 2.000 rpm por 4 minutos, sendo o
sobrenadante descartado. O anticorpo secundario anti- IgG de camundongo Alexa
488 (1:300 em Permwash) (Invitrogen), foi incubado por 30 minutos a 37°C e lavagem
com Permwash igualmente realizado anteriormente. Por fim, as células foram
recuperadas em PBS filtrado e os dados adquiridos pelo equipamento BD FACS
Canto Il (Plataforma de Citometria de Fluxo- RPTO8L PDTIS/Instituto Carlos Chagas

- Fiocruz Parana) com analise através do programa FlowJo versao X (Tree Star, EUA).

4. RESULTADOS

4.1. Montagem do clone infeccioso e sistema subgendmico de replicon de ZIKV

A técnica de clone infeccioso e sistema subgenémico de replicon de ZIKV se
apresenta como uma ferramenta de facil manipulacéo e propagacdo homogénea do

material genético viral, permitindo o estudo de mutac¢des, mapeamento de dominios e
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proteinas virais que participam do ciclo infectivo viral. A estratégia de construcdo do
clone infeccioso de ZIKV utilizada neste estudo foi baseada na sequéncia genémica
do isolado recente BR ZV 2015/15261, previamente sequenciada em nosso
laboratério. Para tanto, a sequéncia do genoma do virus foi dividida em trés
fragmentos denominados E1, E2 e E3. Mutagbes conservativas foram inseridas na
sequéncia dos fragmentos de DNA para criacdo de sitios de reconhecimento das
enzimas de restricdo Sphl, BamHI e BstBI, possibilitando a posterior clonagem

sequencial dos fragmentos em vetor pBAC, conforme ilustrado na Figura 4.1.

Sphl BamHI BstBI Swal
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Estratégia gene E3: 4.356pb

Figura 4.1 - Representagéo esquematica da estratégia de clonagem utilizada para montagem do clone
infeccioso de ZIKV (pBACZIKV). Em A esta o diagrama esquematico do genoma de ZIKV evidenciando
as proteinas estruturais (cinza), ndo estruturais (azul), as regides 3’ e 5’ UTR (linha preta) e a sequéncia
da Ribozima (amarelo). Acima estdo representados os sitios de restricdo que foram utilizados nos
procedimentos de clonagem. Em B representa a estratégia de gene E1 com tamanho de 3.330 pb. Em
C representando a estratégia de gene E2 com tamanho de 3.447 pb. Em C a estratégia de gene E3
com tamanho de 4.356 pb.

Os fragmentos sintéticos de DNA do ZIKV E1 e E3 foram clonadas em vetor PUC57
(PUC_E1 e PUC_E3) e a molécula de DNA sintético E2 foi clonada em vetor PCC1
(PCC1_E2) pela empresa GenScript. O vetor PCC1 foi utilizado para a clonagem do
fragmento E2, pelo fato de apresentar maior estabilidade, frente a dificuldade
encontrada pela empresa em clonar o fragmento em vetor PUC57. Apds a sintese, 0s
clones recombinantes foram transformados em E. coli TOP 10 quimio-competentes
(CaCl2) para amplificacdo e obtencdo do DNA plasmidial purificado. O tamanho e a
integridade dos DNAs recombinantes PUC_E1, PUC _E3 e PCC1_E2 foram

analisados por eletroforese em gel de agarose (Figura 4.2).
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Figura 4.2 - Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% dos clones comerciais recombinantes. PUC_E1
com 6.040 pb (linhal), PCC1 E2 com 7.556 pb (linha 2) e PUC_E3 com 7.066 pb (linha 3),
correspondentes ao genoma de ZIKV cepa ZV BR 2015/15261.

O primeiro passo para montagem do clone infeccioso consistiu na digestdo
sequencial do vetor pPBACDV1 (Borba et al., 2012) com as endonucleases de restricdo
Notl e Swal para retirada do fragmento de 11 kb, correspondente ao genoma completo
do DENV-1, (Figura 4.3 A) e posterior insergdo do fragmento E1, previamente digerido
com as mesmas endonucleases de restricao (Figura 4.2). Assim, os fragmentos
purificados de 3.330 pb da sequéncia E1 e 6.875 pb do pBAC foram clonados,
conforme descrito no item 3.2.1, e transformados em linhagem de E. coli TOP 10
quimio-competente. O clone recombinante pBAC/E1 obtido foi tratado com as
endonucleases de restricdo Notl e Swal, a fim de confirmar a correta insergdo do
fragmento de DNA no vetor pBAC. Apdés o tratamento com as referidas enzimas de
restricdo, um fragmento de 3.330 pb, correspondente ao gene E1, e um fragmento de
6.875 pb, correspondente a sequéncia do vetor pBAC, foram obtidos, confirmando a
clonagem do fragmento do genoma do ZIKV em vetor pBAC (Figura 4.3 B e C).
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Figura 4.3 - Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% das etapas de clonagem para obtenc¢do do
clone pBAC/EL. A. clone recombinante PUC_E1 néo digerido (linha 1); clone recombinante PUC_E1
digerido com Notl e Swal (linha 2) observando uma banda correspondendo ao fragmento de E1 com
3.330pb e outro fragmento correspondendo ao vetor pUC57 com 2.710pb; pBACDV1 ndo digerido (linha
3); pPBAC DV1 digerido com Notl e Swal (linha 4) librando o genoma de DENV-1 com aproximadamente
11kb e o fragmento do vetor pBAC com 6.875 pb. B. Clone recombinante pBAC/E1 purificado (linha 1).
C. Clone recombinante pBAC/E1 digerido com Notl e Swal (linha 1) com a liberacdo do fragmento
corresponde a E1 com 3.330 pb e do vetor pBAC com 6.875pb.

Adicionalmente, a verificacdo da insercdo correta do fragmento E1 no clone
pBAC/E1 foi avaliada por sequenciamento, utilizando os primers T7 promoter e T7
terminator, presentes no vetor pBAC. ApoOs evidenciar a correta clonagem do
fragmento de DNA, prosseguimos com a inser¢ao do gene E2 no clone recombinante
pBAC/E1l (Figura 4.4 A e B). Para tanto, os clones recombinantes PCC1 E2 e
pBAC/E1 foram digeridos sequencialmente com as enzimas Shpl e BamHI. A digestéo
resultou na linearizacdo do pBAC/E1 (fragmento de 10.205 pb) e liberacdo do
fragmento E2 (3.447pb) do clone PCC1_E2 (Figura 4.4 A). Posteriormente, ambos os
fragmentos de interesse foram purificados pela excisdo de bandas em gel de agarose,
e o fragmento E2 clonado no vetor pBAC/E1l e posteriormente, utilizados para
transformar bactérias E. coli TOP 10 calcio competentes. Os clones recombinantes
foram triados pela técnica de PCR de colbnia, utilizando os oligonucleotideos ZIK 3 e
ZIK 4 para amplificacdo de um fragmento de 567 pb (Figura 4.4 B). Apés a
confirmacdo dos clones recombinantes positivos pela técnica de PCR, os clones e
pBAC/E1/E2 cl.16 e cl.19, que apresentaram o mesmo padrdo de banda que o
controle positivo da reacao, foram tratados com as endonucleases de restricdo Swal
e Notl para confirmagcao da correta clonagem do fragmento de interesse. Conforme
indicado na figura 4.4 D, o tratamento de ambos os clones com as endonucleases de

restricdo resultou na liberacdo de um fragmento especifico de 6.777 pb (tamanho
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referente a sequéncia de E1 mais E2). E importante salientar que através da técnica
de eletroforese em gel de agarose 0,8% ndao foi possivel diferenciar a banda de 6.875
pb, referente ao vetor pBAC. Adicionalmente, por ser imprescindivel a auséncia de
mutagcbes aleatorias no clone infeccioso de ZIKV, a sequéncia do clone 16 foi
amplificada por PCR (Figura 4.5), utilizando DNA polimerase de alta fidelidade, e

determinada por sequenciamento.

Kb+ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1000pb
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650pb —|
500pb —

1Kb+ 1 2 1Kb+ 1 2 3 4
12000pb ke .
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12000pb

Figura 4.4 - Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% para obtengcdo de pBAC E1/2. A. Linha 1:
Clone recombinante pBAC E1 digerido com as endonucleases Sphl e BamHI (BioLabs). Linha 2: Clone
recombinante pBAC E1 néo digerido. Linha 3: PCCI_E2 digerido com as endonucleases Sphl e BamHI
(BioLabs). Linha 4: PCCI_E2 néo digerido. B. Amplicon dos potenciais clones recombinantes pBAC
E1/E2 obtidos por PCR de colbnia, utilizando os oligonucleotideos iniciadores ZIK 3+ e ZIK4-, cujo
produto possui tamanho esperado de 567 pb. Amplicom da cepa ZV BR 2015/15261, como controle
positivo (linha 1); Controle negativo (linha 2); Clone 19 (linha 3); Clone 18 (linha 4); Clone 17 (linha 5);
Clone 16 (linha 6); Clone 15 (linha 7); Clone 14 (linha8); Clone 13 (linha9) e Clone 12 (linha 10). De
acordo com o padrdo do controle positivo, foram selecionados dois clones (16 e 19); C. Mini preparacao
plasmidial utilizando o clone recombinante pBAC E1/E2 cl 16 (linhal) e clone recombinante 19 (linha
2). D. Clone recombinante pBAC E1/E2 16 digerido com Swal (linha 1); clone recombinante pBAC
E1/E2 16 digerido com Swal e Notl (linha 2); Clone recombinante pBAC/E1 19 digerido com Swal (linha
3) e clone recombinante pBAC/E1 19 digerido com Swal e Notl (linha4).
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Figura 4.5 - Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% dos fragmentos de PCR purificados para
sequenciamento do gene E2. Amplicon resultante da reacdo de PCR do clone pBAC E1/E2,
utilizando primers ZIK 5+/6- com 637 pb (linha 2); ZIK 7+/8- com 657 pb (linha 2); ZIK 9+/10- com
627 pb (linha 3); ZIK 11+/12- com 663 pb (linha 4); ZIK 13+/14- com 687 pb (linha 5); ZIK 15+/16-
com 732 pb (linha 6); ZIK 17+/18- com 1233 pb (linha 7) e ZIKV 3'UTR+/36- com 452 pb (linha 8).

Apbs a confirmacgdo da inexisténcia de qualquer mutacao no segmento de DNA
clonado, prosseguiu-se com a insercdo do segmento E3 no clone pBACE1/E2. No
entanto, apesar de diversas tentativas de otimizacdo da clonagem do segmento E3, tais
como aumento da concentracdo e modificacdo da propor¢cdo molar inserto:vetor,
utilizacdo de T4 DNA Ligase de outras marcas (Invitrogen) e modificagcdo da
temperatura e tempo de incubacdo, os resultados ndo foram satisfatorios.
Alternativamente, pela dificuldade encontrada em clonar o segmento E3 (fragmento que
contém a maior por¢cdo do genoma viral) no vetor pBAC contendo os segmentos de
DNA E1 e E2, a nova estratégia consistiu em clonar o fragmento E3 diretamente no
vetor pBAC/E1. Diversas tentativas para obtencdo dos clones recombinantes foram
realizadas, inclusive a transformacao das reacfes de ligacdo em cepas bacterianas de
E. coli de maior estabilidade génica, tal como as cepas bacterianas EPI 300 (Epicentre)
e STBL-2 (Invitrogen). No entanto, também néo obtivemos sucesso na clonagem do
fragmento E3 no vetor pBAC/E1.

Diante da dificuldade encontrada, decidimos iniciar a constru¢cdo do sistema
subgendmico de replicon do ZIKV a partir do clone recombinante pBAC E1/E2 cl. 16,
previamente clonado e sequenciado. A estratégia de construcdo do replicon de ZIKV
consistiu na substituicdo de 2.550 nucleotideos da porcéo inicial do genoma do ZIKV,
clonados no vetor pBAC (clone pBAC E1/E2 cl. 16), pela sequéncia truncada de 352 pb
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das proteinas estruturais, clonadas em vetor PUC (PUC_E4), (Figura 4.6), como

descrito no item 3.2.1.

Miul Swal
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Figura 4.6 - Representacao esquematica da estratégia de clonagem utilizada para montagem
do replicon subgenémico de ZIKV (RepBACZIKV). A sequéncia do clone pBACZIKV (A) com a
sequéncia do promotor T7 (branco), as proteinas estruturais (cinza), as proteinas ndo estruturais (azul),
as regides 3’ e 5’ UTR (linha preta) e a sequéncia da Ribozima (amarelo). Acima estao representados
os sitios de restricdo que foram utilizados nos procedimentos de clonagem. A sequéncia do gene E4
(B) de 352pb com a sequéncia do promotor T7, parte da sequéncia do capsideo, envelope e NS1.
Sendo representando em laranja a remoc¢éao da parte estrutural do pBACZIKV. Clonagem do gene E4
pelos sitios de Notl e Mlul para montagem e obtengéo do replicon (C).

Desse modo, ambos os clones PUC_E4 e pBAC E1/E2 foram digeridos
sequencialmente com as endonucleases de restricdo Notl e Mlul. A reacao de digestéao
do clone PUC_E4 resultou na liberagdo dos fragmentos de 2.710 pb e 352 pb, como
indicado na Figura 4.7 A. A reacao de digestdo do clone pBAC E1/E2 resultou na
liberacdo dos fragmentos de 11.102 pb e 2.550 pb (figura 4.7 B). Os fragmentos de
11.102 pb e 352 pb foram purificados pela excisdo de bandas em gel de agarose e
ligados, utilizando a enzima T4 DNA Ligase. A transformacdo das bactérias E. coli
EPI300 calcio competente com a reacdo de ligacdo e subsequente plagueamento
celular resultou no crescimento de uma Unica colénia bacteriana. A confirmacédo da
obtencao do clone recombinante foi realizada por duas rea¢des de PCR: uma utilizando
o DNA plasmidial como molde e os oligunucleotideos iniciadores ZIK 35 e ZIK 10 para
amplificacdo de um fragmento de 458 pb e outra utilizando os oligonucleotideos
iniciadores ZIK 35 e ZIK 12 para amplificacdo de um fragmento com 945 pb (Figura 4.8
A e B). Com a confirmacdo do clone recombinante pela técnica de PCR, o DNA
plasmidial do clone foi tratado com as endonucleases de restricdo Swal e Noitl,
liberando um fragmento de 4.579 pb correspondente ao inserto pRepBAC E1/2/4
(Figura 4.9).
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Figura 4.7 - Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% dos fragmentos de DNA para construcéo do
RepBAC E1/E4/E2. A. Clone recombinante PUC_ E4 ndo digerido (Linha 1); clone recombinante PUC_
E4 digerido com as enzimas Notl e Mlul (Biolabs) (linha 2). B. Clone recombinante pBAC E1/E2 ndo
digerido (linha 1); clone recombinante pBAC E1/E2 digerido com as enzimas Notl e Mlul (Biolabs)
(linha2).

IKb+ 1 2 IKb+ 1 2

1000pb

400pb

Figura 4.8 - Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% da verificacdo por PCR do clone recombinante
pRepBAC E1/2/4. A. Amplicon resultante da rea¢do de PCR do clone pBAC E1/E2/EA4, utilizando
primers ZIK 35 e ZIK 10 (458pb) (linha 2); controle negativo (linha 1). B. Amplicon resultante da reac¢éo
de PCR do clone pBAC E1/E2/E4 utilizando os primers ZIK 35 e ZIK 12 (945pb) (linha 2); controle
negativo (linha 1).
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Figura 4.9 - Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% do clone recombinante pRepBAC
E1/E2/E4.Clone RepBACE1/E2/E4 néo digerido (Linha 1); clone recombinante pRepBAC E1/E2/E4
digerido com Swal (linha 2); clone recombinante pRepBAC E1/E2/E4 digerido com Swal e Notl
liberando os fragmentos com 4.579 pb e 6.875 pb (linha 3).

Posteriormente, com a confirmagdo da sequéncia nucleotidica E4 inserida em
pPBAC E1/2, pela plataforma de sequenciamento da Fiocruz-RJ, foi constatado que a
sequéncia inserida ndo apresentou qualquer mutacdo em relacdo a sequéncia
original.

Para a insercdo da ultima por¢cdo do genoma do ZIKV e montagem final do
replicon subgendmico de ZIKV, os clones pRepBAC E1/E2/E4 e PUC_E3 foram
digeridos sequencialmente com as enzimas de restricio BamHI e BstBI. Para o vetor
PUC_E3, as reac0fes de digestao promoveram a liberacao dos fragmentos com 4.356
pb, referente a sequéncia E3 e 2.710 pb. Para o clone pRepBAC E1/E2/E4 as reagbes
de digestao resultaram na linearizagdo do vetor (fragmento de 11.454 pb) (Figura 4.10
A). Os fragmentos de 4.356 pb e 11.454 pb foram purificados pela excisdo de bandas
em gel de agarose e o fragmento E3 foi inserido no vetor pRepBAC E1/E2/E4,
utilizando a enzima T4 DNA Ligase. Apds o plaqueamento das bactérias EPI300 calcio
competentes, transformadas com a reacéo de ligacdo, obtivemos apenas uma colbnia
positiva (pRepBACEL1/E2/E4/E3 cl 1). Para a confirmacdo da insercdo do ultimo
fragmento no vetor pRepBAC E1/E2/E4, a técnica de PCR foi empregada, utilizando
os oligonucleotideos iniciadores ZIK 19 e ZIK 20 para amplificacdo de um fragmento
de 1.315pb (Figura 4.10 B). Ap0s a confirmacgéo da insercdo do fragmento E3 pela
amplificagéo do fragmento especifico pela técnica de PCR, o replicon foi tratado com

as endonucleases de restricdo Swal e Notl, ocasionando a liberagéo de um fragmento
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de 8.712 pb. Dessa forma, foi possivel confirmar a insercdo do segmento de DNA E3
no clone pRepBACE1/E2/E4 (Figura 4.10 C).

IKb+ 1 2 3 1Kb+ 1 2

11000pb

8000pb
4000pb

1650pb
1000pb

Figura 4.10 - Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% das etapas de clonagem para obtencéo do
clone recombinante de pRepBACZIKV. A. Clone recombinante pRepBAC E1/E2/E4 (11.454pb) (linhal)
e clone recombinante PUC_E3 (3.467pb) (linha2) digeridos com BamHI e BstBl B. Controle clone
recombinante pRepBAC E1/E2/E4/E3 néo digerido (Linha 1),pRepBAC E1/E2/E4/E3 digerido com Swal
(linha2); clone recombinante pRepBAC E1/E2/E4/E3 digerido com Swal e Notl (8.712 pb) (linha3); C.
Amplicon resultante da reac¢do de PCR utilizando os oligonucleotideos iniciadores ZIK 19 e ZIK 20
(1315pb) (linha 2); controle negativo (linha 1).

Por fim, a fim de confirmar a obtencéo do sistema subgenémico de replicon do
ZIKV, sem a presenca de qualquer mutacdo espuria, o clone RepBACZIKV sera
completamente sequenciamento pelo método de Sanger, utilizando oligonucleotideos
especificos.

4.2 Caracterizacdo genética de uma cepa de ZIKV isolada durante a primeira

epidemia do virus no Brasil

Em nosso estudo anterior, que visou a caracterizacao dos isolados clinicos
recentes de ZIKV, o isolamento da cepa ZV BR 2015/15098 a partir da amostra clinica
s6 foi possivel apos a inoculagcdo em modelo murino de infeccéo. O virus presente na
suspensao cerebral dos animais inoculados foi completamente sequenciado
(Strottmann et al., 2019). No presente estudo, decidimos determinar a sequéncia
nucleotidica do RNA viral da cepa ZV BR 2015/15098 presente na amostra de soro
do paciente infectado, a fim de avaliarmos os fatores genéticos potencialmente
envolvidos na restricdo da infec¢do desta cepa viral in vitro. Inicialmente, o RNA viral
proveniente da amostra clinica foi submetido a técnica de sequenciamento de nova

geracdo (NGS), método que nos permitiria identificar a presenca de potenciais
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quasispécies. No entanto, devido a baixa concentracdo de RNA viral presente na
amostra, ndo obtivemos leituras suficientes para a determinacdo da sequéncia
gendmica desta cepa de ZIKV por NGS. Dessa forma, decidimos utilizar o método
Sanger de sequenciamento. Assim, 0 genoma completo da cepa ZK BR 2015/15098
foi convertido em cDNA e amplificado por PCR em oito segmentos de DNA, utilizando
os oligonucleotideos iniciadores descritos na Tabela 3.1.

A figura 4.11 mostra o perfil eletroforético dos fragmentos de DNA especificos
purificados. Os amplicons purificados foram sequenciados pela empresa Macrogen
(Seoul/Coréia do Sul). As sequéncias nucleotidicas resultantes foram analisadas e
organizadas em uma sequéncia consenso (contig), utilizando os programas
Phred/Phrap/Consed e BioEdit.

1Kb+ 1 2 3 4 5 6 7 8
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Figura 4.11 - Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% das amplificacdes por PCR do genoma
completo do ZIKV, cepa ZV BR 2015/15098. A amplificagdo especifica dos fragmentos de DNA
correspondentes ao genoma viral esta indicada nas linhas 1 a 8. Linha 1: Produto de PCR de 578pb
amplificado com os oligonucleotideos iniciadores ZIK3 e ZIK4. Linha 2: Produto de PCR de 1.732 pb
amplificado com os oligonucleotideos iniciadores ZIK7 e ZIK12. Linha 3: Produto de PCR de 1.846 pb
amplificado com os oligonucleotideos iniciadores ZIK15 e ZIK18. Linha 4: Produto de PCR de 1.315
pb amplificado com os oligonucleotideos iniciadores ZIK19 e ZIK20. Linha 5: Produto de PCR de 1.266
pb amplificado com os oligonucleotideos iniciadores ZIK11 e ZIK14. Linha 6: Produto de PCR de 1.686
pb amplificado com os oligonucleotideos iniciadores ZIK23 e ZIK24. Linha 7: Produto de PCR de 1.433
pb amplificado com os oligonucleotideos iniciadores ZIK31 e ZIK fim. Linha 8: Produto de PCR de 1.569
pb amplificado com os oligonucleotideos iniciadores e ZIK27 e ZIK28.

Assim, através da analise do sequenciamento gendmico da cepa ZV BR
2015/15098 presente no soro do paciente evidenciamos a presen¢ca de uma unica
mutacdo ndo conservativa (glutamato (E) no residuo 121 do dominio protease da
proteina NS3 (NS3121), quando comparada com o genoma da mesma cepa apés
isolamento em cérebro de camundongo, que possuia um residuo de aminoéacido

glicina (G) na mesma posicao.

50



O alinhamento multiplo das sequéncias nucleotidicas da regido codificadora da
proteina NS3 dos ZIKV nos permitiu identificar o alto grau de conservacédo do residuo
de aminoacido glicina na posicdo NS3i121 entre as cepas das linhagens africanas e

asidticas de ZIKV disponiveis no GenBank (Figura 4.12).

NS3

121
Identificagdo l
GenBank
KI776791.2 VPPGERARNIQTLPGIFEKTEDGDIGAVALDYPAGTSGSPILD
1C002520.1 VPPGERARNIQTLPGIFETEDGDIGAVALDYPAGTSGSPILD
NC 0125321 VPPGERARNIQTLPGIFKTKDGDIGAVALDYPAGTSGSPILD
MF073359.1 VPPGERARNIQTLPGIFKTKDEDIGAVALDYPAGTSGSPILD
MF073359.1* VPPGERARNIQTLPGIFKTKDGDIGAVALDYPAGTSGSPILD
MF073358.1 VPPGERARNIQTLPGIFETEDGDIGAVALDYPAGTSGSPILD

Figura 4.12 - Representacgdo do alinhamento mltiplo da sequéncia de aminoacidos na regido de sitio
ativo do dominio NS3 protease do ZIKV. A identificacao das sequéncias do GenBank correspondendo
as cepas H/PF/2013 gendtipo asiatico (KJ776791.2), MR766-NIID genétipo africano (LC002520.1), MR
766 genotipo africano (NC_012532.1), ZV BR 2015/15098 gendtipo asiatico ( MF073359.1), cepa ZV
BR 2015/15098 mutada de gendtipo asiatico (MF073359.1*), cepa ZV BR 2015/15261 gendtipo asiatico
(MF073358.1). Os numeros indicam a posicdo do residuo de aminoacido na poliproteina viral. A
substituicdo glutamato (E) na posi¢éo 121 da proteina esta identificada pela seta.

A representacao estrutural da regido de sitio ativo da NS3 protease do ZIKV,
baseada na estrutura cristalografica da proteina quimérica NS2B-NS3 (PDB: 5GXJ),
evidencia a proximidade do residuo de aminoacido NS3121G com a triade catalitica
(Hiss1, Asp7s e Seriss) do dominio da NS3 protease (Figura 4.13). A substituicdo do
residuo de aminoéacido de carater polar carregado negativamente (acido glutamico)
pelo residuo de aminoacido alifatico ndo polar (glicina) sugere provavel alteracdo de
carga na superficie da molécula. Dessa forma, a fim de avaliarmos o papel pontual do
residuo de aminoacido NS312:E na modulagédo do fitness viral do ZIKV, decidimos
utilizar a tecnologia de genomas infecciosos para caracterizar in vitro a habilidade

infectiva dos virus recombinantes obtidos (parental e mutante).
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Figura 4.13 - Representac¢do estrutural da proteina NS2B-NS3 protease de ZIKV (PDB: 5GXJ). Imagem
evidenciando a regido da triade catalitica caracterizada pelos residuos de aminoacidos histidina (His)
na posi¢éo 51, &cido aspartico (Asp) na posicao 75 e serina (Ser) na posi¢édo 135, todos representados
em amarelo. Em vermelho estd indicado a posicdo do residuo de aminoacido Glicina (Gly) na posi¢édo
121 da proteina NS3.

4.3 Obtencéao de genomas infecciosos de ZIKV através do método de infeccdo de
amplicons subgendmicos (ISA) para estudo da mutacdo NS3121E

Com o intuito de avaliar o efeito da substituicdo ndo-conservativa GNS3121E na
modulagdo do fitness do ZIKV in vitro, utilizamos a tecnologia de ISA, desenvolvida
pelo grupo do Dr. Philippe Despres, para obtencdo de ZIKV recombinantes da
linhagem africana MR 766 NIID (nimero de acesso no GenBank LC002520).

Para obtencdo do virus parental recombinante (ZIKV MR766wt), 0s clones
recombinantes denominados pUC57-Z1 a Z4 foram utilizados como molde para a
amplificacéo de 4 fragmentos de DNA que compreendem o genoma completo do ZIKV
MR766 (Figura 4.14).
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Figura 4.14 - Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% dos quatro fragmentos amplificados por PCR
correspondente ao genoma completo de ZIKV MR766. Linha 1: Produto de PCR de 2.842 pb
amplificado com os oligonucleotideos iniciadores Z1F e Z1R correspondente ao fragmento Z1. Linha 2:
Produto de PCR de 3.407 pb amplificado com os oligonucleotideos iniciadores Z2F e Z2R
correspondente ao fragmento Z2. Linha 3: Produto de PCR de 2.622 pb amplificado com os
oligonucleotideos iniciadores Z3F e Z3R correspondente ao fragmento Z3. Linha 4: Produto de PCR de
2.949 pb amplificado com os oligonucleotideos iniciadores Z4F e Z4R correspondente ao fragmento
Z4.

Para obtencédo do ZIKV MR766 mutante (MR766121mut), primeiramente, o clone
Z2 foi utilizado como molde para a reacdo de PCR mutagénica (Agilent) e geracao do
clone recombinante Z2mut, contendo a substituicdo nucleotidica que codifica para o
residuo de aminoacido acido glutamico na posicdo 121 da proteina NS3 (Figura 4.15).
Posteriormente, o clone recombinante resultante denominado pUC57-Z2mut foi
utilizado como molde para a amplificacdo por PCR do fragmento de DNA denominado
Z2mut (Figura 4.15. A amplificacdo dos demais fragmentos (Z1, Z3 e Z4) esta

representada na figura 4.14.
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Figura 4.15 - Perfil eletroforético em gel de agarose 1% do DNA recombinante Z2mut de ZIKV MR766.
Linha 1. Plasmideo Z2 MR766 evidenciado com a seta, sendo utilizado como molde de amplificacédo
por PCR. Linha 2. Fragmento Z2mut amplificado por PCR.

A combinacdo dos fragmentos de DNA amplificados foi utilizada para
eletroporagdo em células Vero e recuperagdo dos virus recombinantes MR766w: e
MR766121mut, de acordo com o protocolo descrito por Gadea e colaboradores (2014).
Os parametros resultantes da eletroporacdo dos fragmentos Z1, Z2, Z3 e Z4, para
geracao do virus MR766wt, no primeiro pulso foram 0.6 ms e 148 V e no segundo pulso
foram 1.9 ms e 432 V. Os parametros resultantes da eletroporacdo dos fragmentos
Z1,Z2mut, Z3 e Z4, para geragao do virus mutante MR766121, no primeiro pulso foram
1.0 ms e 351 V e no segundo pulso foram 2.8 ms e 925 V. Imediatamente apds a
eletroporacdo, as células foram transferidas para garrafas de cultivo celular e
mantidas sob as condi¢des ideais por 5 dia. No 5° dpt o volume total do sobrenadante
das culturas de células foi utilizado para amplificacdo viral em uma nova cultura de
células Vero. As células foram observadas diariamente para monitoramento do
aparecimento de CPE, utilizando como parametro as células Mock. O aparecimento
de CPE nas culturas de células infectadas com o ZIKV MR766w: foi evidenciado 4 dpi.
No entanto, a infec¢do pelo ZIKV MR766121 induziu a formacdo de CPE em células
Vero no 5° dpi. O sobrenadante das passagens 1 (P1) dos virus foi recuperado e
utilizado para uma nova infecgcdo em células Vero. As particulas virais infecciosas
presentes no sobrenadante das culturas celulares da P2 infectadas com os virus
MR766wte MR766121mut foram quantificadas pela técnica de titulagcéo viral por formagéo
de placa em células Vero, apresentando titulos de 1, 5.10° pfu/mL e 2,25. 103 pfu/mL,
respectivamente. A MOI de 0,01 foi utilizada para infeccéo dos ZIKV recombinantes

em ceélulas Vero e geracdo do estoque viral de trabalho (P3), a fim de produzir
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quantidades suficientes de virus de mesmo lote para realizagdo dos experimentos de
caracterizacao das cepas recombinantes. Assim, o titulo viral da P3 dos virus MR766wt
e MR766121 em células Vero foi de 2,75.10° pfu/mL e 8,25.10% pfu/mL,
respectivamente.

Apds a producdo dos estoques virais, foi realizada a extracdo de RNA viral do
sobrenadante da cultura infectada com o virus MR766121mut € Sintese de cDNA para
amplificacdo por PCR do genoma do ZIKV recombinante (Figura 4.16). A sequéncia
gendmica do virus apresentou apenas a mutacdo em estudo, ndo apresentando

outras mutacdes aleatorias.

3000pb

2000pb
1650pb

Figura 4.16 - Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% das amplificacdes por PCR do genoma
completo do ZIKV recombinante, cepa UG47121mut. Linha 1: Produto de PCR de 2.066 pb amplificado
com os oligonucleotideos iniciadores ZIK 35 e ZIK 8. Linha 2: Produto de PCR de 1.736 pb amplificado
com os oligonucleotideos iniciadores ZIK 8 e ZIK 14. Linha 3: Produto de PCR de 1.745 pb amplificado
com os oligonucleotideos iniciadores ZIK 15 e ZIK 22. Linha 4: Produto de PCR de 1.653 pb amplificado
com os oligonucleotideos iniciadores ZIK 21 e ZIK 20. Linha 5: Produto de PCR de 2.500 pb amplificado
com os oligonucleotideos iniciadores ZIK 23 e ZIK 26. Linha 6: Produto de PCR de 1.293 pb amplificado
com os oligonucleotideos iniciadores ZIK 29 e ZIK 38. Linha 7: Produto de PCR de 1.578 pb amplificado
com os oligonucleotideos iniciadores ZIK 39 e ZIK 36. Linha 8: Controle negativo de rea¢éo (Branco)
utilizando os primers ZIK 35 e ZIK 8.

4.4 Avaliacao e caracterizacao biolégica dos ZIKV recombinantes

Os virus recombinantes gerados pela técnica de ISA foram utilizados para
infectar as linhagens celulares C6/36, Huh7.5 e Vero com MOI de 10 e, assim, avaliar
o papel do residuo de aminoacido NS3121E na modulacdo da infectividade do ZIKV,

no contexto genémico da cepa africana de ZIKV. A porcentagem de células infectadas
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foi determinada 48 hpi e 72 hpi em um microscopio 6ptico de aquisicdo automatizada
de imagem (Operetta). Dessa forma, foi possivel evidenciar que o ZIKV recombinante
MR766wt apresenta maior capacidade de infectar as células de mamiferos da
linhagem Huh 7.5 e Vero, em comparacado com o ZIKV MR76612imut (Figuras 4.17 e
4.18). E importante ressaltar que a figura 4.17B ilustra um Unico foco de infecgéo do
virus mutante MR766121mut NOS pogos triados da linhagem de células Vero. Nota-se
gue a expressao da proteina E dos ZIKV recombinantes é mais produtiva em células
Huh7.5 do que em células Vero. Adicionalmente, sob as condi¢cdes experimentais
utilizadas, nado identificamos a presenca de proteina viral E em células C6/36

submetidas a infeccéo pelos ZIKV recombinantes (Figura 4.19).

Vero

MR766 121 Mut MR766 wt

MOCK

24hpi

MR766 121 Mut MR766 wt

MOCK

48hpi

Figura 4.17 - Andlise comparativa da reagdo de imunofluorescéncia em células Vero infectadas com os
virus recombinantes MR766121mut € MR766wr € Mock (controle ndo infectado). Culturas celulares
infectadas com MOI de 10 marcadas com anticorpo 4G2, anticorpo anti-camundongo conjugado com
Alexa Fluor 488 (em verde) e DAPI (em azul) nos tempos de 24 hpi (A) e 48 hpi (B). Visualizacdo pelo
programa Harmony no equipamento High contente imaging (Operetta CLS). Aumento de 200x e barra
equivalente a 100 pm.
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Huh-7.5

MR766 121 Mut MR766 wT

MOCK

24hpi

MR766 121 Mut MR766 wt

w

48hpi

Figura 4.18 - Analise comparativa da reagéo de imunofluorescéncia em células Huh-7.5 infectadas com
0s virus recombinantes MR766121mut € MR766wt com 10MOI e Mock (controle n&o infectado). Culturas
celulares infectadas com MOI de 10 marcadas com anticorpo 4G2, seguido de anti-camundongo
conjugado com Alexa Fluor 488 (em verde) e DAPI (em azul) nos tempos de 24hpi (A) e 48hpi (B).
Visualizacdo pelo programa Harmony no High contente image Operetta CLS. Aumento de 200x e barra
equivalente a 100 pm.
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C6/36

MR766 121 Mut MR766 wt

MOCK

24hpi

B MR766 121 Mut MR766 wT

MOCK

48hpi

Figura 4.19 - Analise comparativa da reacéo de imunofluorescéncia em células C6/36 infectadas com
0s virus recombinantes MR766 121mut € MR766 wt € Mock (controle ndo infectado). Culturas celulares
infectadas com MOI de 10 marcadas com anticorpo 4G2, seguido de anti-camundongo conjugado com
Alexa Fluor 488 (em verde) e DAPI (em azul) nos tempos de 24hpi (A) e 48hpi (B). Visualizagédo pelo
programa Leica do microscépio de deconvolugdo com a objetiva de 20x.

A anadlise quantitativa das células Huh7.5 positivas para a proteina E do ZIKV
demonstrou reducdao significativa no nimero de células infectadas pelo ZIKV mutante
MR766121mut, quando comparada com a infeccéo pelo ZIKV parental MR766wt nos
tempos de 48hpi e 72hpi (Figuras 4.18 e Figura 4.20). Em contraste, ndo se observou
diferenca significativa na porcentagem de células Vero infectadas pelos virus
MR766121mut € MR766wt 48 hpi (Figura 4.20 A). No entanto, essa diferenca foi
evidenciada 72 hpi, quando 4,26% das células Vero estavam infectadas pelo virus
MR766w: e 0,28% das células infectadas pelo virus mutante (Figura 4.20 A).

Adicionalmente, conforme mostrado nas figuras 4.10 C e D, podemos verificar
que a presenca da mutacdo NS3121E induziu modificagdo no fenétipo de placa em
células Vero, indicando potencial modificacdo na viruléncia. O tamanho de placa do
ZIKV MR766121mut apresentou-se ligeiramente reduzido em comparagdo com o ZIKV

MR766wt.
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Figura 4.20 - Perfil infectivo dos ZIKV recombinantes MR766121 mut € MR766wt em células de mamifero.
A. Andlise quantitativa da porcentagem de infec¢do por imunofluorescéncia (andlise pelo programa
Harmony - Operetta CLS) em linhagem celular Vero. As células foram infectadas com as cepas
MR766121mut € MR766wTt (10 MOI) e avaliadas nos tempos de 48 hpi e 72 hpi. B. Analise quantitativa
da porcentagem de infeccdo em linhagem celular Huh7.5 (andlise pelo programa Harmony - Operetta
CLS) infectada com as cepas MR766121mut € MR766wr com 10 MOI e avaliadas nos tempos de 48 hpi
e 72 hpi. Os experimentos foram realizados em triplicata e os dados analisados usando o teste two-
way ANOVA (GraphPad). Em A * p<0,05 e em C ** p<0,01 e *** p<0,001. C e D. Morfologia de placa
dos virus recombinantes MR766121mut € MR766wt em células Vero e o respectivo controle negativo de
infeccdo (MOCK). Os sobrenadantes provenientes das infecgcbes de A e C foram utilizados para
determinacéo do titulo viral (dados expressos na tabela 4.1) e morfologia de placa pela técnica de
titulacao viral por placa (PFU).

A determinacdao do titulo viral demonstrou que ambos os virus sédo capazes de
promover infecgdo produtiva nas linhagens celulares Huh7.5 e Vero. No entanto, o
ZIKV MR766wt apresenta capacidade superior na producédo de progénie viral em
relagéo a capacidade do virus MR766121mut gerar particulas infectivas, em ambas as
células de mamifero avaliadas. Conforme mostrado na tabela 4.1, os titulos virais de
ambos os ZIKV recombinantes foram consideravelmente menores em células Vero

em comparagéo aos titulos virais obtidos da infec¢do de células Huh-7.5. Como néo
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identificamos presenca de proteina E viral nas células C6/36 infectadas com os virus
recombinantes, o sobrenadante das culturas de células néao foi avaliado pela técnica

de titulacéo viral.

Tabela 4.1 - Analise comparativa dos sobrenadantes das linhagens Vero e Huh-7.5 infectados com os
virus recombinantes MR766 121mut € MR766 wr nos tempos de 24hpis e 48hpi. Dados obtidos através
da determinacéo do titulo viral pela titulacdo viral por placa de lise.

MR766 121 Mut (P3) MR766 wr (P3)
Vero 24hpi ND 3,4. 10 % pfu/mL
48hpi 0,58. 10  pfu/mL 2.10° pfu/mL
24hpi 1,6. 10 * pfu/mL 4.10 ° pfu/mL

Huh-7.5 _ . .
48hpi 6.8.10 “pfu/ml 1.2.10 ®pfu/ml

ND: N&o detectavel para o virus MR766 121mut

Ap0s avaliar a habilidade infectiva dos virus recombinantes em linhagens de
células de mamifero, evidenciando que a mutacdo NS3121E modula negativamente a
infectividade do ZIKV, decidimos verificar o efeito dessa mutacdo na modulagéo do
fitness viral no modelo de infecgdo de células primarias humanas, utilizando células
dendriticas derivadas de mondcitos humanos (humdDCs). Dessa forma, realizamos a
infec¢éo dos virus recombinantes MR766wr e MR766121mut em humdDC derivadas de
trés doadores saudaveis, tendo como controle positivo de infeccdo a cepa ZV BR
2015/15261 (Strottmann et al, 2019). A homogeneidade das culturas e a analise da
porcentagem de células infectadas foi avaliada por citometria de fluxo (FACS) em uma
cinética de infeccdo nos tempos de 24 hpi, 48 hpi e 72 hpi. As caracteristicas celulares
foram definidas com base nas células ndo infectadas (Mock) de cada doador,
avaliando-se a morfologia, tamanho e granulosidade (FSC/SSC) (Figura 4.21 A). A
analise da expressao dos marcadores de superficie das trés culturas de humdDCs,
demonstrou que mais de 95% das células em cultura eram negativas para CD14 e
positivas para o marcador CDllc (dados ndo mostrados), confirmando a
diferenciacdo dos mondécitos em DCs e a pureza das culturas.

Conforme demonstrado na figura 4.21 B, os ZIKV recombinantes da linhagem
africana MR766wr e MR766121mut NA0 foram capazes de infectar humdDC nos tempos
de 24 e 48 hpi. Em contraste, o isolado brasileiro da cepa asiatica de ZIKV (ZV BR
2015/15261) apresentou porcentagem de infecgcdo média de 6,03% em humdDC no

tempo de 48 hpi. Adicionalmente, através da técnica de titulac&o viral n&do foi possivel
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detectar a presenca de particulas virais infectivas no sobrenadante das trés culturas
de humdDCs infectadas com os virus recombinantes MR766w € MR766121mut,
diferentemente do isolado viral brasileiro ZV BR 2015/15261 (tabela 4.2) que
apresentou titulo médio de 2,3 10* pfu/mL.

Tabela 4.2 - Andlise comparativa do titulo viral presente no sobrenadante de diferentes culturas de
humdDC infectadas com os virus ZV BR 2015/15261, MR766121mut € MR766wT no tempo de 24 hpi.
Dados obtidos através da determinagéo do titulo viral pela titulagao viral por placa (PFU).

ND: N&o determinado

mdDC doador 1 mdDC doador 2 mdDC doador 3
ZK BR 4 4 4
2015/15261 2.10 " pfu/mL 2,6.10 " pfu/mL 2,4.10 " pfu/mL
MR766 121 Mut ND ND ND
MR766 wT ND ND ND
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Figura 4.21 - Células dendriticas humanas n&o sao permissivas a infeccdo com os ZIKV recombinantes
MR766wr € MR766121mut. As células humdDCs (CD14-/CD11c+) foram infectadas com o0s virus
recombinantes (MOI 1) e a porcentagem de infec¢do (4G2+) avaliada no tempo de 48 hpi por citometria
de fluxo (FACSCanto Il). A. Gréficos representativos da estratégia de gate utilizada para analises. B.
Gréficos representativos da porcentagem de infecgdo de trés doadores (amostra 1,2 e 3) com os
diferentes ZIKV. O isolado clinico ZV BR 2015/15261 foi utilizado como controle positivo de infec¢éo e
o sobrenadante de cultura de células Vero utilizado como controle negativo da infecgdo (Mock).

62



5. DISCUSSAO

Atualmente, as arboviroses representam uma das principais preocupagcdes em
saude publica nas regides tropicais e subtropicais do globo, acometendo milhares de
individuos a cada ano (WHO, 2016; Higuera & Ramirez, 2019). Nas ultimas décadas,
diversos arbovirus emergiram a partir de biomas naturais e adquiriram habilidade de
infectar hospedeiros humanos (Weaver et al, 2016). Diversos fatores tém contribuido,
por exemplo, para a emergéncia de novos flavivirus com alto potencial epidémico;
podemos citar especialmente as modificacfes demograficas, ambientais e ecoldgicas
gue facilitam a capacidade de dispersao populacional de vetores e hospedeiros, além
dos fatores virais que contribuem para a variabilidade genética e surgimento de cepas
mais virulentas. Nesse contexto, podemos exemplificar o ZIKV que apds emergir em
Uganda (Africa) permaneceu por muitos anos com discreta relevancia na medicina
tropical devido ao baixo impacto clinico e epidemiolégico. No entanto, apds ser
introduzido no Brasil no ano de 2015 (Zanluca et al., 2015), tornou-se epidémico. Os
determinantes de viruléncia intrinsecos aliados a auséncia de imunidade adquirida da
populacao brasileira, a ampla ocorréncia dos vetores transmissores e a propagacao
do virus via sexual sdo alguns dos fatores que contribuiram para a rapida dispersao
do virus nas Américas. Estudos filogenéticos demonstraram que as duas linhagens
do ZIKV (africana e asiatica) evoluiram de forma independente e adquiriram
alteracdes genéticas que garantiram vantagem seletiva para a adaptacédo do virus a
novos hospedeiros (Gubler; Vasilakis; Musso, 2017; Zhu et al.,, 2016); essas
alteracbes podem estar relacionadas com os diferentes desfechos clinicos
observados pela infeccdo do ZIKV no hospedeiro humano. Tendo em vista que a
determinacdo de marcadores moleculares de viruléncia/atenuacdo pode agregar
conhecimento a biologia viral, nortear o desenvolvimento de vacinas e permitir que
estratégias antivirais sejam desenvolvidas, decidimos investir no desenvolvimento de
genomas infecciosos e subgendmicos de ZIKV para o estudo de determinantes
genéticos de viruléncia.

Com base na sequéncia gendmica do isolado clinico da cepa brasileira, ZV BR
2015/15261 (isolada e sequenciada em nosso laboratoério), utilizamos o sistema
bacteriano para a construcdo de um clone de cDNA infeccioso e replicon subgenémico
do ZIKV; devido a experiéncia exitosa prévia na obtencdo do clone infeccioso de
DENV-1 e DENV-3 em um cromossomo artificial de bactéria (pBAC) pela equipe do

nosso laboratorio (Suzuki et al. 2007, Mosimann et al., 2010). Assim, fragmentos
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sintéticos de DNA referentes a sequéncia genémica do ZIKV foram obtidos para
possibilitar a insercdo dos segmentos no vetor de Unica cépia pBAC e montagem do
clone infeccioso de ZIKV. O pBACDV1poly (SUZUKI et al., 2007) utilizado neste
estudo para a montagem dos genomas infecciosos e subgendmicos de ZIKV esta sob
controle da sequéncia promotora T7 RNA polimerase. Inicialmente, obtivemos
sucesso na clonagem do primeiro segmento de DNA, denominado E1, que continha a
sequéncia que codifica para as proteinas C, prM e parte de E, seguida de um polilinker
contendo sitios para endonucleases de restricdo especificas, a sequéncia codificante
da porcdo final do genoma (final da sequéncia de NS5 e 3’'UTR), seguida pela
sequéncia da ribozima do virus da hepatite delta. Como mostram os resultados de
Marquez-Jurado e colaboradores em 2018, o uso da ribozima apresenta-se
satisfatorio para a obtencao de clone infecciosos de ZIKV com extremidade 3’'UTR
auténtica. Posteriormente, realizamos a clonagem do segmento E2, que continha a
sequéncia que codifica para as proteinas E, NS1, NSA/B e a porcéo inicial de NS3. A
verificacdo por sequenciamento nucleotidico demonstrou a correta clonagem e a
auséncia de mutacdes espurias no clone pBACE1/E2 obtido. No entanto, apesar de
diversas tentativas, ndo conseguimos clonar o fragmento E3, correspondente a
sequéncia codificadora NS4A/B e parte da NS5 de ZIKV, no vetor pBAC contendo as
sequéncias E1/E2. Diante desta dificuldade metodoldgica, realizamos uma estratégia
alternativa visando a inser¢éo do segmento E3 no vetor pBAC/ E1 e, posteriormente,
a insercdo do segmento de DNA E2. Contudo, o Unico clone positivo resultante,
apresentou um tamanho de fragmento de DNA inferior ao tamanho da sequéncia do
segmento E3 apds a digestdo com as enzimas BamHI e Bstbl (dados ndo mostrados).
Vérios trabalhos relataram dificuldade na obtencéo de clones infecciosos de flavivirus
(Rice et al., 1989; Shi et al., 2002; Blaney Jr. et al., 2004a; Pierro et al., 2006) devido
a instabilidade dos fragmentos alvos, ocasionada por mutacdes ou mesmo delecdes
nos genes de interesse (Aubry et al., 2015). O trabalho de Pu et al., 2011, avaliou a
relacao entre a toxicidade e possiveis promotores cripticos de E. coli, e observou que
certas mutacfes na porcao central do genoma de DENV favorecem a obtencao de
clones infecciosos. Uma alternativa para contornar o eventual problema de
instabilidade do clone seria a utilizacado de linhagens de E. coli que possuam um
sistema com menor taxa de recombinagao ou realizar a fragmentagédo da sequéncia
de DNA correspondente ao segmento E3 para facilitar a clonagem dessa regidao do
genoma do ZIKV no pBACE1/E2. Essa alternativa foi utilizada por Shan e colaborados

(2016), na qual cinco fragmentos de DNA correspondentes do genoma do ZIKV foram
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utilizados para a insergao sequencial das sequéncias que codificam para a regidao 5’
UTR e as proteinas NS4B, NS5 no pACYCL177. Por fim, estudos sugerem diversas
abordagens que futuramente poderemos utilizar para contornar o problema na
montagem do clone infeccioso de ZIKV, tais como a insercao de repeticbes em tandem
a montante de sequéncias virais (Pu et al., 2014), mutac&o de sequéncias promotoras
procarioticas putativas (Pu et al., 2011), divisdo do genoma viral em varios plasmideos
(Rice et al., 1989) e insercao de introns no genoma viral (Johansen, 1996).

Dada a dificuldade na montagem do clone infeccioso de ZIKV, iniciamos a
construgéo do replicon subgendmico de ZIKV, tal ferramenta possibilita o estudo da
replicacdo do genoma isoladamente da morfogénese viral (Kimmerer, 2018). Dessa
forma, a estratégia de construcdo do replicon de ZIKV consistiu na substituicdo de
parte das sequéncias que codificam para as proteinas estruturais, previamente
inserida no clone pBACE1/E2, pelo segmento de DNA E4. O segmento E4 era
composto pela por¢cado N-terminal da proteina C, adjacente a por¢éo da proteina E e a
proteina NS1, que sdo os elementos necessarios para garantir a eficiéncia da
replicacdo do RNA e o correto enderecamento e processamento da poliproteina viral
(Chambers et al., 1990; Khromykh; Westaway, 1997; Lindenbach; Rice, 2001).
Posteriormente, com o sucesso da insercdo do gene sintético E4, livre de qualquer
mutacao espuria, conseguimos inserir o ultimo fragmento E3 no vetor pPBACE1/E2/EA4.
A clonagem dos fragmentos de DNA no vetor pBAC foi obtida através da utilizagcao da
cepa bacteriana EP1 300, que diminui a recombinacéao génica. O sucesso na clonagem
do fragmento E3 no vetor pPBACE1/E2/E4 parece estar vinculado ao fato da auséncia
da sequéncia que codifica para as proteinas estruturais do ZIKV, sugerindo a
diminuicdo da toxicidade de sequéncia; tal observacéo esta de acordo com o trabalho
de Shi e colaboradores (2002). O trabalho relata a instabilidade e a toxicidade das
sequéncias referentes aos genes de prM-E-NS1 de WNV, resultando na instabilidade
durante a propagacédo em E. coli. No entanto, a determinacdo da sequéncia completa
do replicon de ZIKV obtido necessita ainda ser avaliada para que possamos avancar
com os estudos de caracterizagéo e replicagéo viral.

Outra problemética abordada neste estudo consistiu na avaliagdo genotipica
de ZV BR 2015/15098 a partir do soro virémico de um paciente que apresentou
sintomas brandos de infeccdo pelo ZIKV, durante a epidemia de 2015. Assim,
identificamos a presenca de uma Unica mutacdo na posi¢do 121 da proteina NS3 ao

compararmos a sequéncia genémica da cepa ZV BR 2015/15098 presente no soro do
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paciente (NS3121E) e na suspensao viral obtida a partir da inoculagéo soro virémico
no SNC de camundongo neonatos (NS3121G), . A presencga do residuo de aminoacido
NS3121E parece estar potencialmente envolvida na restricdo da infec¢do desta cepa
viral em cultura de células de mamifero e de inseto, uma vez que o isolado contendo
o residuo De amino&cidoNS312:G, conferiu ao ZIKV habilidade para infectar linhagens
de células C6/36 e Vero E6 (Strottmann et al., 2019). A pressao seletiva em um sitio
imunoprivilegiado, como o SNC de camundongos neonatos, pode ter contribuido para
a selecdo da variante ZV BR 2015/15098 mais virulenta, contendo a mutacao
NS3121G, tal como foi evidenciado anteriormente pelo nosso grupo a selecéo de cepas
mais virulentas, contendo substituicdes aminoacidicas nas proteinas de envelope
(Phe402Leu) e no dominio helicase da proteina NS3 (Leu480/Ser), durante um estudo
de neuroadaptacao do DENV-1 em modelo murino (Bordignon et al. 2007). Boheemen
e colaborados em 2017, demonstraram, atraves da analise de uma amostra clinica de
um paciente que se infectou com ZIKV no Suriname, uma frequéncia de mutacdes de
1.4 x 104, distribuidas entre as proteinas estruturais e nao estruturas do ZIKV. O
estudo reportou a alta taxa de variacdo genética na populacdo de ZIKV presente no
plasma de um paciente infectado. Em nosso estudo, ndo foi possivel identificar a
presenca de quasiespécies na amostra clinica, devido a baixa cobertura analitica do
sequenciamento.

O alinhamento das sequéncias de ZIKV disponiveis no GenBank nos permitiu
evidenciar que a presenca do residuo de aminoacido glicina (G) na posicdo NS3121 €
altamente conservada entre as cepas de ZIKV e entre os demais membros do género
Flavivirus (Salaemae et al. 2010). Dessa forma, visando caracterizar o impacto da
presenca de um residuo de aminoacido &cido glutdmico (E) na posi¢do 121 da
proteina NS3 nas propriedades bioldgicas do ZIKV, utilizamos a ferramenta de
amplicons subgendmicos infecciosos (ISA), desenvolvida por Gadea e colaboradores
(2016) para avaliar o papel da substituicio GNS3121E no contexto do genoma viral da
linhagem africana de ZIKV (cepa MR766N'®). Apesar de haver 107 diferencas de
aminoécidos entre a poliproteina viral do isolado brasileiro (ZV BR 2015/15098) e a
cepa MR766N'® (cepa asiatica utilizada para a construcdo do clone infeccioso de
ZIKV), a insercdo de mutacdes pontuais de uma cepa viral no contexto genémico de
outra cepa distinta possibilita avaliar a funcao bioldgica que tais mutacdes poderiam
exercer na modulacdo da replicacdo e outras propriedades biolégicas de um
determinado grupo de virus. Dessa forma, os ZIKV recombinantes da cepa MR766N'"®

obtidos a partir da metodologia de ISA (referentes ao virus parental sem mutagéo e
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ao virus contendo a mutacdo no residuo NS3121E) foram avaliados quanto ao seu
potencial de infeccdo e geracdo de progénie viral em cultura de células. A primeira
evidéncia de alteracdo no fendétipo viral entre o ZIKV recombinante parental e mutante
foi a diferenca observada na morfologia das placas de lise em cultura de células
infectadas. O ZIKV contendo a mutacdo NS312:E (MR766121mut) apresentou tamanho
de placa menor em relacéo ao virus parental. Nos ensaios de avaliacdo de capacidade
de infeccdo em linhagens celulares, as células Huh7.5 e Vero foram permissivas a
infeccdo de ambos os ZIKV recombinantes. No entanto, a expressao da proteina viral
de envelope e producdo de progénie viral foi mais evidente nas células da linhagem
Huh7.5 infectadas com os ZIKV recombinantes, quando comparado com a linhagem
de células Vero (células de rim de macaco). Esse resultado pode ser explicado devido
ao fato da linhagem Huh7.5 apresentar um defeito na via de sinalizag&o antiviral inata,
permitindo o virus se replicar mais eficientemente. Entretanto, sob as condi¢des
experimentais utilizadas, os ZIKV MR766wt € MR766121mut N80 foram capazes de
infectar as linhagens de células de inseto C6/36 e AP61 (dados ndo mostrados). Os
resultados obtidos corroboram os de Vicenti e colaboradores (2018) que descreveram
que as linhagens Huh7.5, Vero E6 e A549 apresentaram maior taxa de infeccao e
producdo de particulas virais de ZIKV, em tempos mais precoces poés-infeccao,
guando comparada com a linhagem de células de mosquito C6/36. Os resultados dos
ensaios de infectividade viral em células de mamifero, demonstram que a variante
MR766121mut apresentou uma reducdo de 76% e 4% de células Huh-7.5 e Vero
infectadas 48 hpi, respectivamente, quando comparado com a cepa parental (Figura
4.10). Da mesma forma, a presenca da mutacdo NS312:E no ZIKV MR766N'P foi capaz
de reduzir a producao de progénie viral em células Vero e Huh-7.5, quando comparado
com a cepa parental. A localizacdo da mutagcdo no residuo de aminoacido NS3121 na
estrutura tridimensional da proteina quimérica NS2B/NS3 protease do ZIKV
demonstra proximidade com o sitio catalitico da NS3 protease. Os autores Valle e
Falgout (1998) evidenciaram que mutagBes em residuos altamente conservados
adjacentes aos residuos cataliticos da NS3 protease promovem diminuicdo na
atividade catalitica do DENV-2. Um estudo conduzido por Salaemae et al. 2010
demonstrou que amino&cidos altamente conservados préximos a posi¢cdo 121 da
proteina NS3 desempenham papel na ligacdo com o substrato proteico do DENV.
Mutacbes nesses sitios sdo capazes de modificar a interacdo da proteina com o
substrato polipeptidico, implicando na reducdo da acdo catalitica. Dessa forma,

especulamos que a presenca do residuo de aminoécido acido glutdmico na posicéao
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NS3121 poderia impactar na interagcdo da protease com seu substrato, promovendo
uma clivagem menos eficiente da poliproteina viral e, assim, reduzir os niveis de
expressdo das proteinas virais e, consequentemente, impactar na replicacdo e
producéo de progénie viral.

Visto que a substituicdo de um Unico residuo de aminoacido (G/E) na posicéo
NS3121 do ZIKV foi capaz de diminuir significativamente a capacidade infecciosa em
linhagens celulares de mamiferos, decidimos avaliar o papel dessa mutacdo em um
modelo de infecgdo mais proximo ao que ocorre na natureza, utilizando células
dendriticas humanas. Michlmayr e colaboradores (2017) ao analisar as células
sanguineas de pacientes naturalmente infectados pelo ZIKV demonstraram que 0s
monaocitos e as células dendriticas mieldides séo os principais alvos de infeccao pelo
virus. No entanto, os ZIKV recombinantes da linhagem africana utilizados neste
estudo ndo foram capazes de infectar células dendriticas derivadas de mondcitos de
trés doadores humanos saudaveis e gerar uma infeccdo produtiva, como avaliado
pelas técnicas de citometria de fluxo e titulacdo viral. Em contraste, a cepa ZIKV BR
2015/15261, utilizada como controle positivo, apresentou média de 6% de frequéncia
de infeccdo, corroborando 0s nossos resultados anteriores (Strottmann et al., 2019).
Contudo, nesse mesmo estudo identificamos que a cepa original de ZIKV MR766 foi
capaz de gerar infecdo produtiva em aproximadamente 40% das células dendriticas
de seis doadores saudaveis (Strotmann et al., 2019). A discrepancia entre os
resultados obtidos com a infeccdo pelos ZIKV MR766 recombinantes e a cepa
referéncia isolada na natureza pode ser devido ao fato que a obtencdo do genoma
viral a partir de clones infecciosos gera menor variabilidade de quasiespécies na
progénie viral em cultura celular (Ruggli & Rice, 1999), diferentemente das amostras
biolégicas em que ha uma grande heterogeneidade de moléculas de RNA genbémico
gue se acumulam devido e erros da replicase viral (NS5), originando uma miriade de
sequéncias que permitem, por exemplo, aos arbovirus se replicarem em artrépodes e
vertebrados. Esta menor heterogeneidade de sequéncias genémicas poderia também
estar relacionada a impossibilidade de infectar células de mosquito com os virus
recombinantes (Villordo; Gamarnik, 2013; HOLMES, 2003; LIN et al.,, 2004).
Adicionalmente, Messias e colaboradores (2019) demonstraram que, apesar do
sucesso da infeccdo de uma cepa asiatica de ZIKV em células mononucleares do
sangue, analises através da técnica de citometria de fluxo apresentou uma taxa de
infecc@o consideravelmente menor em relacdo a andlise por PCR quantitativo (RT-

gPCR), em que a sensibilidade de deteccdo é maior. Dessa forma, a quantificagdo do
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RNA viral nas células dendriticas infectadas pelos ZIKV recombinantes precisa ser
avaliada pela técnica de RT-gPCR em estudos futuros.

Por fim, as ferramentas moleculares de clone infeccioso e replicon
subgenbémico de ZIKV apresentam-se como estratégias para se estudar etapas de
replicacéo e infecgéo viral. A geragdo deste conhecimento podera contribuir para se
determinar diferentes aspectos da biologia viral e patogénese e, eventualmente,
subsidiar o desenvolvimento de vacinas e a avaliacdo de novas drogas e estratégias

antivirais.

6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

O presente trabalho objetivou a geracdo de clones infecciosos e replicons de
ZIKV para avaliar o papel de muta¢des identificadas no genoma de isolados clinicos
recentes de ZIKV que apresentavam diferencas em termos de replicacdo e geragao
de progénie viral in vitro. A fim de alcancar os objetivos, o sistema de replicon
subgendnico de ZIKV foi obtido pela estratégia de clonagem inicialmente em pBAC
E1/E2, remocdo da sequéncia codificante para proteinas estruturais e insercdo do
gene E4. A determinacdo da sequéncia completa do replicon RepBACE1/E2/E3/E4
obtido sera realizada para que possamos seguir com a caracterizacao biolégica do
replicon. Contudo a montagem do clone infeccioso de ZIKV ainda esta em fase de
finalizacdo, restando a insercdo do fragmento correspondente as proteinas NS3,
NS4A/B e NS5. Uma possibilidade para contornar a dificuldade de clonagem, seria a
fragmentacao do segmento E3 e subsequente insercado desses fragmentos menores
no vetor pBAC. A obtencao do clone infeccioso e replicon de ZIKV nos permitira avaliar
o impacto da mutacdo NS3i2:E, identificada no isolado clinico recente ZV BR
2015/15098, no contexto gendmico da cepa brasileira de ZIKV.

Alternativamente, obtivemos sucesso na geracdo de ZIKV recombinantes a
partir do genoma da cepa africana pela metodologia de ISA, que se apresentou como
uma alternativa rapida e menos laboriosa para a obtencdo de ZIKV recombinantes.
Ambos os ZIKV recombinantes obtidos, MR766121mut € MR766wT, foram capazes de
infectar linhagens celulares de mamifero. Entretanto, a cepa contendo a mutacao
NS3121E apresentou alteracdo na morfologia de placa, reducao da expresséo de

proteina viral e da sintese de progénie viral, quando comparada a cepa parental.
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Visando reproduzir um sistema mais préximo ao de uma infec¢éo natural, realizamos
a infeccdo de células dendriticas primarias humanas (humdDC) de doadores
saudaveis com os ZIKV recombinantes MR766121mut € MR766wr. NO entanto, néo foi
observada a expressdo de proteina viral nestas células quando avaliadas por
citometria de fluxo. Outras células humanas como mondcitos e macrofagos serao
também utilizadas para se estudar a susceptibilidade aos ZIKV recombinantes.
Adicionalmente, realizaremos ensaios com o0s ZIKV recombinantes em cultura de
células de placenta e neuronais humanas para se avaliar o impacto na modulacao da

replicacéo viral.

7. ANEXOS

7.1 Solucbes, tampdes e meios de cultura

Meio LB (do inglés Lysogenic broth, meio de cultura para E. coli): 10 g/L bactotriptona,

5 g/L extrato de levedura, 5 g/L NaCl;

Meio LB sélido: 10 g/L bactotriptona, 5 g/L extrato de levedura, 5 g/L NaCl, 15 g/L

agar,

Meio TB (do inglés Terrific broth, meio de cultura para E. coli): 11,8 g/L bactotriptona,
23,6 g/L extrato de levedura, 9,4 g/L K2HPOa4 e 2,2 g/L KH2POyg;

Meio TB solido: 11,8 g/L bactotriptona, 23,6 g/L extrato de levedura, 9,4 g/L K2HPOa,
2,2 g/L KH2PO4e 15 g/L agar;

Meio SOC (meio super 6timo com reducéao de catabdlitos para recuperacao de E. coli):
2% bactotriptona, 0,5% extrato de levedura, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI,10 mM MgClz,

10 mM MgSO4, 20 mM glicose;

Meio de cultura para linhagem celular C6/36: Meio Leibovitz's (L-15) suplementado

com 5% de soro fetal bovino (SFB), 25 pg/mL de gentamicina e 0,26% de triptose;
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Meio de cultura para linhagem celular Vero: Meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium:
Nutrient Mixture F12 (DMEM/F12) (GIBCO) suplementado com 1% de

penicilina/streptomicina, 1% de L-glutamina, 1% de piruvato de sédio e 5% de SFB;

Meio de cultura para linhagem de células Huh-7.5: Meio DMEM/F12 (GIBCO)

suplementado com 10% de SFB e 25 pg/mL de gentamicina;

TBE (do inglés, tris-borate- EDTA buffer): 89 mM Tris-base, 89 mM &cido borico, 2
mM EDTA (pH 8.0);

PBS (do inglés, phosphate buffered saline): 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 4,3 mM
Na2HPO4 .7H20, 1,5mM KH2POg;

Solucéo de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico: 25 volumes de fenol (pH 7 saturado
com 10 mM Tris-base), 24 volumes de cloroférmio, 1 volume de alcool isoamilico;

Solucéo de cloroférmio:alcool isoamilico: 24 volumes de cloroformio, 1 volume de

alcool isoamilico;

Solucédo 2,5 mM dNTPs: mistura de 2,5 mM de cada desoxiribonucleotideo trifosfatado
(dATP, dCTP, dGTP e dTTP);

Tampao da Fosfatase Alcalina (AP-BUFFER): 100 mM Tris-HCI, 100 mM NacCl, 5 mM
MgClz (pH 9,5).

7.2 Células

7.2.1 Linhagens de células eucariticas

C6/36: Linhagem celular proveniente da glandula salivar de Aedes albopictus clone
C6/36 (ATCC).

Vero: Linhagem celular proveniente de rim de macaco verde africano (ATCC, CCL-
81).

Huh-7.5: Linhagem celular proveniente de figado humano (CVCL_7927).
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7.2.2 Linhagens de células bacterianas

TOP 10: Linhagem de E.coli calcio competente. Genotipo: F- mcrA (mrr-hsdRMS-
mcrBC) 80lacZ M15 lacX74 nupG recAl araD139 (ara-leu)7697 galE15 galK16
rpsL(StrR) Al.

EPI 300: Linhagem de E.coli calcio competente. Genotipo: F— mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) ¢80dlacZAM15 AlacX74 recA1 endA1 araD139 A ara, leu)7697 galU galK A—
rpsL nupG trfA dhfr.

STBL-2: Derivada da linhagem de E.coli JIM109 calcio competente. Gendtipo: F- mcrA
A (mcrBC-hsdRMS-mrr) recAl endAllon gyrA96 thi supE44 relA1 A- A(lac-proAB).
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