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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO
Monique de Souza Zezza Ramalho

Insetos vetores s&do responsaveis pela transmissao de diferentes patégenos. Dentre os
principais insetos vetores destacam-se os flebotomineos. Os flebotomineos dos
géneros Phlebotomus e Lutzomyia sao os principais vetores das leishmanioses que
ocorrem no Velho e Novo Mundo, respectivamente. Além de serem vetores das
leishmanioses, os flebotomineos do Velho Mundo, sdo reconhecidamente vetores de
varias arboviroses. Pouco se sabe sobre a capacidade vetorial de flebotomineos do
Novo Mundo em transmitir viroses para humanos, mas a ocorréncia de populag¢des de
Lutzomyia spp. naturalmente infectadas por diferentes virus tem sido demonstrada.
Nosso grupo tem desenvolvido estudos com Lutzomyia longipalpis, o principal vetor da
leishmaniose visceral no Brasil. Um dos principais modelos utilizados para estudos in
vitro sobre L. longipalpis sdo as células embrionarias LL-5. Essas células, quando
transfectadas com RNAs de dupla fita, independente das sequéncias desses RNAs
passam a apresentar uma atividade antiviral inespecifica e o meio condicionado
dessas células também ¢é capaz de induzir esse fendtipo antiviral em células nao
transfectadas. A analise microscopica do meio condicionado identificou a presenca de
exossomos e além dessas vesiculas, também foi observada a presenca de possiveis
particulas virais. Deste material foram identificados RNAs que codificavam para quatro
diferentes proteinas de Rhabdovirus, sendo trés delas de Nucleocapsideo e uma RNA
Polimerase dependente de RNA. Através de reagdes em cadeia da polimerase, essas
sequéncias foram identificadas em amostras de cDNA de células LL-5, e
potencialmente em amostras de insetos adultos. Nas amostras de DNA, também foi
possivel identificar a presenca dessas sequéncias, indicando uma possivel insercéo
no genoma. A presenca desses elementos rhabdovirais enddégenos (EREs) foi
confirmada por estudos in silico e in vitro. Além disso, neste projeto investigamos a
presenca dessas inser¢cdes em diferentes populagdes de flebotomineos do Novo
Mundo. A grande maioria das amostras testadas apresentou inser¢do no genoma e
muitas delas apresentaram também transcritos referentes as insergbes. Dentre elas L.
longipalpis, L. umbratilis, Lutzomyia davisi, Lutzomyia whitmani e Lutzomyia fischeri,
sendo todos esses insetos de diferentes regides do Brasil. Porém, nenhuma das
amostras do Velho Mundo testada, apresentou estas insercbes no genoma, sendo
estas: Phlebotomus arabicus, Phlebotomus argentipes, Phlebotomus papatasi,
Phlebotomus sergenti e Sergentomyia schwetzi.

Palavras-chave: Lutzomyia longipalpis. Flebotomineo. Rhabdovirus. Nucleocapsideo.
Polimerase. PCR. PCR inversa.
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ABSTRACT
MASTER’S DISSERTATION
Monique de Souza Zezza Ramalho

Insect vectors are responsible for the transmission of different pathogens. Among the
main insect vectors, phlebotomine sandflies stand out. Among these the genera
Phlebotomus and Lutzomyia are the main vectors of leishmaniasis in the Old and New
World, respectively. In addition to being vectors of leishmaniasis, the Old World
phlebotomines are known to be vectors of several arboviruses. Little is known about
the vectorial capacity of New World sandflies in the transmission of viruses to humans,
although the occurrence of Lutzomyia spp. naturally infected by different viruses has
been demonstrated. Our group has carried out various studies with Lutzomyia
longipalpis, the main vector of visceral leishmaniasis in Brazil. One of the main models
used for L. longipalpis in vitro studies is the LL-5 embryonic cell line. These cells, when
transfected with double-stranded RNAs, showed non-specific antiviral activity and the
conditioned medium of these cells induces this antiviral phenotype in non-transfected
cells. The analysis of the exosomal pellet by electron microscopy identified possible
viral particles. In this material, RNAs that encoded four different Rhabdovirus proteins
were identified. Three of them codified Nucleocapsids and one of them an RNA-
dependent RNA Polymerase. Through polymerase chain reactions, these sequences
were identified in cDNA samples from LL-5 cells, and later in samples from adult
insects. These sequences were also iden-tified in DNA samples, indicating a possible
insertion into the genome. The presence of these endogenous rhabdoviral elements
(EREs) were confirmed by in silico and in vitro studies. In this project, we also
investigated the presence of these inserts in different populations of sandflies in the
New World. The majority of the tested samples had insertions into the genome and
many of them also had transcripts, among them L. longipalpis, L. umbratilis, Lutzomyia
davisi, Lutzomyia whitmani and Lutzomyia fischeri, all of which are from different
regions of Brazil. However, none of the tested Old World samples showed any
insertions into the genome: Phlebofomus arabicus, Phlebotomus argentipes,
Phlebotomus papatasi, Phlebotomus sergenti and Sergentomyia schwetzi.

Key words: Lutzomyia longipalpis. Sandfly. Rhabdovirus. Nucleocapsid. Polymerase.
PCR. Inverse PCR.
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1 INTRODUGAO

1.1 Flebotomineos

Os flebotomineos pertencem a ordem Diptera, familia Psychodidae e
subfamilia Phlebotominae. O género Lutzomyia, dentre outros géneros do
Novo Mundo, é o que representa 0 maior numero de espécies e possui a maior
distribuicdo geografica em todo o continente americano (Young e Duncan,
1994; Rocha, 2001; Galati, 2003; Brazil, 2006; Brandao-filho, 2010; e Galati,
2013).

Em 2003, Galati propés uma nova classificacdo para flebotomineos.
Com base em sua classificacdo, o grupo Phlebotomini inclui mais de 500

espécies existentes divididas em seis subgrupos:

Phlebotomina (género Phlebotomus, 110 spp.)

Australophlebotomina (género Australophlebotomus, 10 spp.)
Brumptomyiina (géneros Brumptomyia [26 spp.] € Oligodontomyia [3 spp.])
Sergentomyiina (Sergentomyia [310 spp.], Deanemyia [5 spp.] e
Micropygomyia [55 spp.])

Lutzomyiina (Sciopemyia [8 spp.], Lutzomyia [74 spp.], Migonemyia [7 spp.],
Lutzomyia [57 spp.], Dampfomyia [20 spp.], Expapillata [2 spp.], Pressatia [8
spp.], Géneros Trichopygomyia [16 spp.] e Lutzomyia [42 spp.])
Psychodopygina (Psathyromyia [43 spp.], Viannamyia [4 spp.], Martinsmyia
[11 spp.], Lutzomyia [6 spp.], Lutzomyia [40 spp.], Nyssomyia [20 spp.] e
Trichophoromyia [39 spp.] géneros). Esta classificacdo € amplamente utilizada
atualmente (Galati, 2014 apud Gradoni, 2018).

Os flebotomineos possuem de 1 a 3 mm, seu corpo é recoberto por
cerdas e tém habitos crepuscular e noturno. Sao insetos holometabolos, pois
passam por todas as fases de desenvolvimento, realizando assim a
metamorfose completa, desde o ovo, larva (com quatro estadios), pupa até o
inseto adulto (Figura 1.1). Machos e fémeas de flebotomineos sao fitéfagos (se
alimentam de seiva de plantas e néctar de flores) e apenas as fémeas realizam
alimentagao sanguinea (Young e Duncan, 1994). A hematofagia é necessaria

em diversas espécies para obtencdo nutricional e nas fémeas dos



flebotomineos, como em outros insetos, essa alimentagdo ocorre para a
maturacdo dos ovarios e produgao de ovos (Carrera, 1991).

A hematofagia realizada pelos insetos pode ser subdividida em
solenofagia (vaso-alimentagao) onde o aparato bucal forma um estilete longo,
fino e perfurante, que penetra no vaso e permite a sucgdo sanguinea, e em
telmatofagia (pogo-alimentagdo) onde o aparato bucal rasga/dilacera a pele e
pequenos vasos, formando uma poga de sangue no tecido subcutaneo, onde
ocorre a ingurgitagdo (Lehane, 2005). Os flebotomineos se alimentam por
telmatofagia. A hematofagia faz com que algumas espécies de flebotomineos
sejam vetores de diversos agentes etioldgicos, como protozoarios do género
Leishmania, bactérias e virus (Herrer and Christensen, 1975; Depaquit et
al., 2010; Alkan et al., 2013; Maroli et al., 2013).

ApoOs o repasto sanguineo, quando ocorre a copula, a fémea iniciara o
processo de oviposi¢cdo, que ocorre no solo repleto de matéria organica. Os
ovos eclodem de 7 a 10 dias apds a postura. As larvas se alimentam de forma
abundante e se desenvolvem no periodo de 20 a 30 dias; a fase de pupa tem
duracao de cerca de 7 a 14 dias e o inseto adulto vive em torno de 20 dias
(Figuras 1.1 e 1.2).

Figura 1.1: Estadios da metamorfose de L. longipalpis. Ciclo de vida dos flebotomineos: a)
Ovo, b) Estadios larvais e pupa, e c) Inseto adulto, macho e fémea, respectivamente. Imagens
cedidas pelo Dr. André Nobrega Pitaluga (2007).
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Figura 1.2: Insetos adultos de L. longipalpis: a) Fémea, b) Fémea alimentada, e ¢) Macho.

Imagem cedida por Msc. Gabriel Negreira (2016).

1.1.1 Flebotomineos do Velho Mundo

Os flebotomineos do Velho Mundo incluem trés géneros: Phlebotomus,
Sergentomyia e Chinius, que sao encontrados nas regides paleartica,

afrotropical, oriental e australiana (Gradoni, 2018).

1.1.1.1 Género Phlebotomus

Inclui 13 subgéneros: Adlerius, Anaphlebotomus, Australophlebotomus,
Euphlebotomus, Idiophlebotomus, Kasauliuls, Larroussius, Madaphlebotomus,
Paraphlebotomus, Phlebotlebotomus, Phlebotomus, Spelaphela e
Transphelaphelaphela. Eles estdo presentes apenas no Velho Mundo e sédo
particularmente prevalentes na regido Paleartica, que é a principal area
temperada do Velho Mundo. A maioria das espécies de Phlebotomus habita
areas semiaridas e savanas, e nao sao de florestas. Portanto, a distribuicao
geografica se estende das regides do Mediterraneo, Afrotropical, Oriente Médio
e Oriente até a Asia central. Eles sd0 encontrados em uma ampla gama de
altitudes, de Jerico da Palestina (~300 metros abaixo do nivel do mar) a
Mashad no Ird (3.600 metros acima do nivel do mar). Em areas tropicais,
apenas algumas espécies de Phlebotomus estdo presentes, como na Africa

Subsaariana, Sudeste Asiatico ou na regido do Pacifico. Alimentam-se



principalmente em mamiferos, embora haja algumas exce¢des. Sao vetores da

leishmaniose cutanea e visceral humana (Gradoni, 2018).

1.1.1.2 Género Sergentomyia

E subdividido em dez subgéneros: Capensomyia, Grassomyia,
Neophlebotomus, Parrotomyia, Parvidens, Rondonomyia, Sergentomyia,
Sintonius, Spelaecomyia e Vattieromyia. Os membros deste género sdo comuns
no Velho Mundo e sdao dominantes em areas tropicais onde as espécies de
Phlebotomus sao escassas. Sua distribuicdo compreende as regides
Afrotropical, Oriental e Australasia, a sub-regido indiana, a Africa Subsaariana
e a Asia. A maioria das espécies se alimenta principalmente de vertebrados de
sangue frio. Descobriu-se que alguns espécimes de Sergentomyia contém
Sauroleishmania (um subgénero de Leishmania) e parasitas do género
Trypanosoma, que sao frequentemente identificados como parasitas de
lagartos (Gradoni, 2018), mas as evidéncias atuais apontam que flebotomineos
do género Sergentomyia sao refratarios as espécies de Leishmania que
infectam humanos (Volf, P., 2013).

1.1.1.3 Género Chinius

Inclui quatro espécies conhecidas: Chinius junlianensis, C. barbazani,
C. eunicegalatiae e C. samarensis. Sdo encontrados em cavernas em regides

montanhosas altas (Gradoni, 2018).

1.1.2 Flebotomineos do Novo Mundo

Incluem trés géneros: Lutzomyia, Warileya e Brumptomyia, que sao
encontrados nas regides Neartica e Neotropical (Gradoni, 2018). Destes,

apenas Lutzomyia é vetora de leishmaniose.



1.1.2.1 Género Lutzomyia

E um género grande, com mais de 400 espécies e varios subgéneros,
incluindo Coromyia, Dampfomyia, Evandromyia, Helcocyrtomyia, Lutzomyia,
Micropygomyia, Nyssomyia, Lutzomyia, Pressatia, Psathyromyia, Lutzomyia,
Sciopemyia, Trichophoromyia, Trichopygomyia e Viannamyia. O género
Lutzomyia é mais diverso do que seus homologos do Velho Mundo. No
entanto, as espécies vetoras sao encontradas apenas em alguns subgéneros.
Os flebotomineos sdo abundantes na América tropical. Lutzomyia é o género
mais importante em termos de diversidade de espécies e importancia médica e
exibe uma ampla area de distribuigdo. Os flebotomineos sdo encontrados
principalmente em areas florestais da América do Sul e Central (Gradoni,
2018).

1.1.2.2 Género Warileya

Inclui seis espécies, que sdo encontradas principalmente na ecozona
Neotropical (Gradoni, 2018).

1.1.2.3 Género Brumptomyia

Compreende cerca de 20 espécies, amplamente distribuidas nas
Américas do Sul e Central. Nenhuma dessas espécies € conhecida por se
alimentar de sangue humano. Esses flebotomineos normalmente sao
encontrados em tocas de tatu e, as vezes, em troncos de arvores (Gradoni,
2018).

1.2 Linhagens celulares de insetos

Linhagens celulares constituem um sistema simples, homogéneo,
sensivel e reprodutivel, sendo assim, uma importante ferramenta devido a sua
capacidade de detectar pequenas mudancas frente a diferentes estimulos.
Muitas células de insetos tém sido utilizadas como modelo para estudar

aspectos da biologia desses organismos.



Estudos anteriores mostram que algumas linhagens, como células S2 de
Drosophila melanogaster, células C7-10 e C6/36 de Aedes albopictus, Aag-2
de Aedes aegypti, Lulo/LL-5 de L. longipalpis, entre outras, sdo modelos
eficazes para a compreenséo de eventos imunolégicos de insetos (Tanji et al.,
2007; Moon et al., 2011; Barletta et al., 2012; Tinoco-Nunes et al., 2016). Em
mosquitos, as linhagens C6/36 e Aag-2 expressam varias moléculas efetoras

da imunidade, incluindo peptideos antimicrobianos (AMPs) (Moon et al., 2011).

1.2.1 Células embrionarias de L. longipalpis

Pela maior facilidade no manuseio e maior reprodutibilidade dos
resultados, linhagens celulares de flebotomineos tém sido usadas como
modelo para estudar diversas interagcdes moleculares (Pitaluga et al., 2008,
Tinoco-Nunes et al., 2016 e Martins-da-Silva et al., 2018). Em L. Longipalpis,
duas linhagens celulares foram estabelecidas: células LL-5 (Tesh e Modi 1983)
e células Lulo (Rey et al., 2000) (Figura 1.3).

A linhagem LL-5 foi iniciada a partir de varias centenas de ovos de L.
longipalpis, 3-5 dias apds a oviposi¢ao. Os ovos usados para iniciar a cultura
eram de uma colénia fechada mantida na Unidade de Pesquisa de Arbovirus
de Yale. Os progenitores desta colénia foram obtidos de Louis C. Rutledge,
Letterman Army Institute of Research, San Francisco, e eram descendentes da
colénia original de L. longipalpis proveniente de Lapinha, MG, Brasil,
estabelecida na Inglaterra por Killick-Kendrick et al. 1976.

A linhagem Lulo foi obtida de formas imaturas (ovos embrionados e
primeiro estadio larval), que foram retirados da col6nia estabelecida no Instituto
Nacional de Saude da Colédmbia, Laboratério de Entomologia; esta colénia foi
estabelecida com espécimes coletados em El Callejon, perto da cidade de
Ricaurte no departamento de Cundinamarca, Coldmbia, em dezembro de 1994
(Rey et al., 2000).
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Figura 1.3: Microscopia 6ptica, com aumento de 400x, de células embrionarias de L.
longipalpis. a) Células LL-5 e b) Células Lulo. Imagens: Dra. llyia Violeta Llanos (2016) e
Monique Zezza (2018).

1.3 Leishmanioses

As leishmanioses representam um grave problema de saude publica
(Ministério da Saude, 2017). Sao transmitidas através da picada de insetos
flebotomineos infectados com parasitas do género Leishmania. De acordo com
a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), as leishmanioses sao classificadas
em quatro principais formas clinicas: a leishmaniose tegumentar, que acomete
a pele, envolvendo com frequéncia face e tronco, a forma mucocutanea, que
atinge pele e mucosas podendo causar lesbes desfigurantes na face; a
leishmaniose cutaneo-difusa, que pode disseminar-se por todo corpo; e a
leishmaniose visceral, que acomete as visceras, sendo a forma mais grave da
doenca podendo levar a obito em casos nao tratados (WHO, 2015). As
manifestacdes dessas formas variam dependendo da espécie do parasita e do
estado imunoldgico do hospedeiro vertebrado (Gradoni, 2018).

A leishmaniose cutanea (LC) é causada principalmente por Leishmania
major, Leishmania tropica, Leishmania braziliensis, Leismania mexicana e
Leismania amazonensis. Em termos de morbidade esta concentrada em alguns
paises em desenvolvimento na Asia, Africa e América do Sul (Gradoni, 2018).

A leishmaniose visceral (LV) é a forma clinica mais grave da doenca,
pois pode acometer orgaos vitais do hospedeiro e quando n&o tratada, pode
levar a ébito em até 90% dos casos (Ministério da Saude, 2014). O Brasil € um



dos paises com maiores incidéncias de casos de LV, segundo dados da
Organizagdo Mundial de Saude (OMS) (Figura 1.4).

Entre as regides endémicas em cinco continentes, ha uma incidéncia
estimada de 0,7-1,2 milhdes de casos de leishmaniose cutanea (LC) e 0,2-0,4
milhdes de casos de leishmaniose visceral (LV) no mundo (Vélez et. al, 2012).

Raposas e marsupiais sdo possiveis reservatorios silvestres. Ja no
ambiente urbano, o cdo é a principal fonte de infec¢do para o vetor (Ministério
da Saude, 2014). A leishmaniose canina € um problema grave e estima-se que
mais de dois milhdes de caes estejam infectados apenas na bacia do
Mediterraneo (Moreno et. al, 2002).

Em 2019, os paises com maior numero de casos notificados foram
Brasil (15.484), Colédmbia (5.907), Peru (5.349), Nicaragua (3.321) e Bolivia
(2.052), que juntos representam 77% dos casos na Regiao (OPAS, 2020).

N, o
Q000 0

Figura 1.4: Mapa da distribuicdo mundial da leishmaniose visceral (LV). Nas areas mais
escuras, regides com mais de 1000 casos reportados. Fonte: Organizacdo Mundial de saude,
2014.

1.4 Leishmania

O parasita Leishmania pertence ao Reino Protista, Classe
Kinetoplastidea, Subclasse Metakinetoplastina, Ordem Trypanosomatida,
Familia Trypanosomatidae, Subfamilia Leishmaniinae e género Leishmania
(Gradoni, 2018). O parasita se apresenta sob duas formas basicas: a forma
flagelada denominada promastigota encontrada em hospedeiros invertebrados



e a forma amastigota sem flagelo, encontrada no interior de células do
hospedeiro vertebrado (Ward, 1985; Lainson & Shaw, 1987).

Atualmente sdo conhecidas cerca de 20 espécies de Leishmania
patogénicas ao homem (WHO, 2015). Estes parasitas se desenvolvem no
intestino de seus vetores flebotomineos. O género Leishmania no Novo Mundo
compreende varias espécies que sao agentes causadoras da leishmaniose
tegumentar americana (LTA), sendo as espécies do subgénero Viannia:
Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (V.) colombiensis, Leishmania
(V.) guyanensis, L Leishmania (V.) peruviana, Leishmania (V.) panamensis,
Leishmania (V.) lainsoni, Leishmania (V.) naiffi, Leishmania (V.) shawi e
Leishmania (V.) lindenbergi. J4 as espécies do subgénero Leishmania sao:
Leishmania amazonensis, Leishmania mexicana, Leishmania venezuelensis,
Leishmania pifanoi. A principal espécie causadora da leishmaniose visceral (LV)
no Novo Mundo é a Leishmania infantum, pertencente ao subgénero
Leishmania (Lainson, 2010).

O ciclo da leishmaniose se inicia quando as fémeas de flebotomineos
ingerem macréfagos parasitados com formas amastigotas de Leishmania
durante o repasto sanguineo no hospedeiro vertebrado infectado. No tubo
digestivo do inseto, os macréfagos se rompem e liberam os parasitas
(Kamhawi, 2006). As formas promastigotas passam pela metaciclogénese,
processo pelo qual estas formas tornam-se infectantes (promastigotas
metaciclicas). As promastigotas metaciclicas sofrem modificagdes bioquimicas
em sua superficie, perdendo assim sua capacidade de adesao ao intestino do
inseto e por isso, migram para sua cavidade bucal (Ministério da saude, 2007).
Em um préximo repasto sanguineo, o inseto infectado regurgita as formas
metaciclicas no hospedeiro vertebrado, infectando-o (Bates, 2007) (Figura
1.5).
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Figura 1.5: O ciclo de vida do protozoario Leishmania sp.: Do lado esquerdo (5 - 8) estdo as
etapas da infecgé@o por Leishmania no hospedeiro invertebrado; do lado direito (1 — 4) estao as
etapas da infecgéo por Leishmania no hospedeiro vertebrado. CDC, 2014.

1.5 Arbovirus

Dados recentes indicam que os insetos atuam como principais
reservatorios e vetores de virus, responsaveis pelo aumento continuo de
doencgas infecciosas. Descobrir a diversidade oculta de virus em insetos
aumentara a compreensdo das perspectivas ecoldgicas e evolutivas no
surgimento de doengas virais associadas a insetos (Wu et al., 2020). Dentre as
doencgas virais transmitidas por vetores, pode-se citar chikungunya, dengue e
Zika, que estado entre as de maior impacto na populagdo humana. Embora
essas e outras doengas virais sejam muito bem estudadas em mosquitos,
ainda ndo se sabe muito sobre virus transmitidos por flebotomineos nas
Ameéricas. Na Europa, esses insetos representam importantes vetores virais
(Depaquit et al., 2010).

Os arbovirus séo, por definicado, transmitidos por insetos hematéfagos e
se replicam nos artropodes antes de serem transmitidos (Weaver, 1997). Esta é

uma classe ampla de virus e constitui 0 maior grupo conhecido de virus com
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537 membros registrados no Catalogo Internacional dos Arbovirus, distribuidos
em diversos grupos antigénicos. As principais familias incluem: Alfavirus,
Flavivirus, Bunyavirus, Nairovirus, Flebovirus, Orbivirus, Vesiculovirus,
Thogotovirus e Asfarvirus. Trinta e quatro dos duzentos tipos diferentes de
arbovirus e outros virus de vertebrados identificados na Amazonia brasileira,
sdo comprovadamente patogénicos para o homem (Travassos et al., 1989).
Dentre eles, o virus da febre amarela nas Américas, virus da dengue, virus da
febre oropouche, da febre do mayaro, virus do oeste do Nilo e diversos
agentes responsaveis por encefalites. Interessantemente, existem muitos
arbovirus transmitidos por mosquitos (Tolle, 2009) e menor evidéncia de

transmissédo de virus por flebotomineos (Jenning e Boorman, 1980).

1.6 Virus de flebotomineos
1.6.1 Virus e flebotomineos no Velho Mundo

Os flebotomineos estdo envolvidos na transmissdo de muitos agentes
virais na Africa, Asia e Europa. Os mais importantes sdo classificados no
género Phlebovirus (familia Bunyaviridae) que inclui o virus Toscana (TOSV), e
0 género Vesiculovirus (familia Rhabdoviridae), que inclui o virus da estomatite
vesicular (VSV), Chandipura (CHPV) e virus Isfahan (ISFV) (Maroli et al.,
2013). Durante a ultima década, novos flebovirus foram descobertos, mas
ainda nao foram classificados (Ayhan e Charrel 2017).

Em alguns trabalhos ja foi demonstrado que infec¢des por flebovirus
podem afetar areas muito extensas do Velho Mundo (Europa, Africa, Oriente
Médio, Asia central e ocidental) (Tesh 1988; Moriconi et al., 2017). IFSV causa
“febre de trés dias”, enquanto TOSV causa meningite aguda e
meningoencefalite (Depaquit et al., 2010). Os virus Chandipura e Isfahan sao
endémicos no Velho Mundo. O virus Chandipura, ¢é transmitido por
flebotomineos da espécie Phlebotomus argentipes, e € o principal agente
etiolégico de encefalite na india, causando altas taxas de morbidade e
mortalidade (Geevarghese, 2007).
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1.6.2 Virus e flebotomineos no Novo Mundo

Ha estudos que relatam o isolamento de varios sorotipos do virus da
estomatite vesicular e outros tipos de virus de Lutzomyia spp. na Colédmbia
(Tesh et al., 1987), Panama (Peralta et al., 1974) e EUA (Nettles et al., 1990).

O virus da estomatite vesicular, que infecta humanos e animais
domésticos € amplamente endémico no Novo Mundo, incluindo México,
América Central, norte da América do Sul e leste do Brasil, bem como em
areas limitadas do sudeste dos EUA (Letchworth et al., 1999). A maioria dos
estudos sobre virus transmitidos por flebotomineos nas Américas datam das
décadas entre 70-90.

Ha diversos trabalhos relatando o isolamento de arbovirus de
flebotomineos em varias areas da Amazobnia (Vasconcelos et al., 2001).
Travassos da Rosa e colaboradores, 1983, identificaram oito novos flebovirus,
elevando para quatorze o numero de sorotipos conhecidos na regido
amazodnica e para 36 o numero total relatado mundialmente. Sorotipos s&o
diferentes linhagens de um patdgeno distinguidas pelos diferentes anticorpos
que eles induzem no hospedeiro, ou com os quais reagem in vitro (Candido, F.,
2004-2007, Glossario de Epidemiologia).

No ano seguinte, 1984, foram isolados dois novos flebovirus de L.
longipalpis da Amazobnia. A patogenicidade desses dois virus em camundongos
e células Vero é semelhante a de VSV-Indiana e VSV-New Jersey (Travassos
da Rosa, et al.,, 1984). Em flebotomineos coletados do Brasil, Colémbia e
Guatemala, foram isolados cinco diferentes flebovirus distintos de outros
flebovirus ja identificados (Tesh, B. et al., 1989). Em 2015, foi isolado um novo
Flavivirus de Lutzomyia abonnenci do Equador, sendo este exclusivo do Novo
Mundo (Alkan, C. et al., 2015).

1.7 Rhabdovirus

Estes virus pertencem a familia Rhabdoviridae, da ordem dos
Mononegavirales (Figura 1.6). Nesta ordem estdo agrupados os virus que
possuem como material genético o Acido Ribonucleico (RNA) de fita simples
(ssRNA), nao segmentado. Estdo incluidas as familias: Filoviridae,
Paramyxoviridae, Bornaviridae e Rhabdoviridae. A maior parte do que se sabe

sobre biologia molecular dos Rhabdovirus é derivada do estudo do virus da
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estomatite vesicular (VSV), e do virus da raiva, protétipo do género Lyssavirus
(Dezelee, 1993 apud Wunner e Paters, 1991).

ORDEM FAMILIA GENERO VIRUS
Cytorhabdovirus
Ephemerovirus
Mononegavirales ——  Rhabdoviridae Lyssavirus
Nucleorhabdovirus
Novirhabdovirus
Vesiculovirus —— [ VSV - New Jersey
VSV - Indiana
Alagoas
Cocal
Jurona
Carajas
Maraba
Piry
Calchaqui
Yug Bogdanovac
Isfahan
Chandipura
Perinct
Porton-S

Figura 1.6: Organograma contendo familia, géneros e virus da ordem Mononegavirales.
Adaptado de Expasy, 2017.

O genoma desses virus possui de 11 a 16 kilobases de extensdo. As
caracteristicas morfolégicas e genéticas dos Rhabdovirus sdo: particulas virais
em forma de projétil, nucleocapsideo helicoidal, envelope com projecdes
glicoproteicas e genoma formado por uma unica fita de RNA de polaridade
negativa, a qual frequentemente codifica para cinco genes, que podem ser em
maior numero. Os genes sao: nucleocapsideo, que possui de 2-3 Kb de
extensdo, gene M, que codifica a proteina de matriz (0,8Kb), gene G,
codificante da glicoproteina (~2Kb), gene P (~1Kb), que codifica o cofator da
RNA Polimerase, a fosfoproteina (P) e a RNA polimerase (6Kb) (Lyles e
Rupprecht, 2007). Essa familia viral tem sido definida com base na alta
conservagao de sua estrutura em forma de bala de revolver (Lyles e Rupprecht,
2007) (Figura 1.7).
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Figura 1.7: Representagao grafica de proteinas dos Rhabdovirus envolvidas na sua replicacao.
Nucleoproteina (N), RNA polimerase (L), glicoproteina (G), proteinas de matriz (M) e o cofator

da polimerase, a fosfoproteina (P). Adaptado de: Viral Zone (Expasy), 2017.

A nucleoproteina (N) promove o empacotamento do genoma. A
Fosfoproteina (P) possui diferentes locais com dominios para a fosforilacédo, os
quais tém a funcao de regular a transcricéo e a replicagdo. A proteina de matriz
(M) é a menor e mais abundante. Participa de importantes fungbes, como a
condensacao do nucleocapsideo durante a montagem, a unido do envelope ao
nucleocapsideo, a degradagao do citoesqueleto e a inibicdo de fungdes da
célula hospedeira. No envelope viral, estdo as Glicoproteinas, que atuam na
adsor¢ao do virus na membrana da célula hospedeira.

A RNA Polimerase (L) faz a transcricdo do genoma viral em RNAm e a
replicagdo do genoma no sentido positivo (antigenoma) e negativo (genoma).
Esta é a maior regido do genoma e seu tamanho é justificado pela
complexidade das reagcbes que a mesma realiza (Rose e Whitt, 2001; Wunner,

2002; e Walker, P. et al., 2018).
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Figura 1.8: Representagcdo esquematica do genoma de Rhabdovirus. Adaptado de Viral Zone
(Expasy), 2017.

1.7.1 Categorizacdo dos Rhabdovirus de acordo com a classificacdo de David

Baltimore

Os virus podem ser divididos em classes, conforme seu material
genético e sua forma de replicagdo. Eles possuem mecanismos especificos
para realizar seus processos de replicagcdo e transcrigdo. Levando em
consideragao o material genético dos virus e o mecanismo de replicagéo, os
Rhabdovirus s&o pertencentes ao grupo V, onde se encaixam os virus de RNA

com fita simples negativa (Baltimore, 1971) (Figura 1.9).
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Figura 1.9: Classificagao viral por David Baltimore, 1971. Grupo onde se classificam
0s Rhabdovirus marcado pelo retangulo vermelho. Adaptado de

viralzone.expasy.org/all_by species/254.html.

1.7.2 Taxonomia dos Rhabdovirus

Rhabdoviridae uma ampla familia, contendo 20 géneros e 143 espécies
e uma espécie nao atribuida (virus Moussa). Muitos Rhabdovirus ainda
permanecem sem classificagao.

Os virus atribuidos a cada um desses géneros formam um clado
monofilético com base na analise filogenética de sequéncias do gene da RNA
Polimerase. Geralmente tém genomas semelhante, incluindo o numero e a
localizagédo de genes, e tém semelhangas na gama de hospedeiros, modos de

transmissao e/ou locais de replicagao na célula (Walker, P. et al., 2018).

Hospedeiro vertebrado

1) Género Lyssavirus;
Infectam uma ampla gama de mamiferos, incluindo humanos, nos quais
podem causar encefalite fatal. A transmissdo natural ocorre pela saliva,

geralmente por meio da mordida de um animal infectado. O genoma é
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relativamente simples, contendo os genes que codificam cinco proteinas
estruturais (Walker, P. et al., 2018).

2) Géneros Novirhabdovirus, Perhabdovirus e Sprivivirus;

Infectam peixes de varias espécies nas quais podem causar doengas
hemorragicas graves. A transmissao é pela agua e também ha evidéncias
de transmissdo associada ao ovo. O genoma deles é relativamente simples,
contendo os cinco genes de proteinas estruturais e curtas regides
intergénicas (Walker, P. et al., 2018).

3) Género Tupavirus;

Foram isolados de passaros, insetivoros e roedores, e ha evidéncias de
infeccdo em outros vertebrados. O genoma apresenta uma longa ORF
alternativa no gene P e um gene adicional que codifica uma pequena

proteina hidrofébica entre os genes M e G (Walker, P. et al., 2018).

Hospedeiro vertebrado, vetor artropode

1) Género Curiovirus;
Foram isolados de flebotomineos e mosquitos. Hospedeiros vertebrados
sdo amplamente desconhecidos, mas ha evidéncias de infecgdo em
passaros. O genoma apresenta um ou mais genes localizados entre os
genes M e G, e um ou mais genes localizados entre os genes G e L
(Walker, P. et al., 2018).

2) Género Ephemerovirus;

Esses virus foram isolados principalmente de mosquitos. Alguns causam
uma doenga febril aguda em bovinos que raramente é fatal. O genoma de
Ephemerovirus apresenta varios genes entre os genes G e L (Walker, P. et
al., 2018).

3) Género Hapavirus.
Este género compreende virus que foram isolados de mosquitos e que

infectam passaros e mamiferos. O genoma €& grande e complexo,
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apresentando varios genes entre os genes P e M e entre os genes G e L
(Walker, P. et al., 2018).

4) Género Ledantevirus;

Esses virus infectam mamiferos; muitos foram isolados de morcegos ou
roedores e alguns podem ser transmitidos por artrépodes. Alguns foram
associados a doengas em humanos ou animais. O genoma é relativamente
simples, mas alguns virus apresentam um gene adicional entre os genes G
e L que codifica uma pequena proteina de fungdo desconhecida (Walker, P.
et al., 2018).

5) Género Sripuvirus;
Esses virus foram isolados de flebotomineos e lagartos. O genoma
codifica para uma pequena proteina transmembrana em uma ORF

alternativa no inicio do gene G (Walker, P. et al., 2018).

6) Género Tibrovirus;

Alguns tibrovirus infectam gado e bufalos e sao transmitidos por
mosquitos; varios outros tibrovirus foram detectados em humanos, mas seu
papel nas doengas humanas ainda nao esta claro. O genoma apresenta

dois genes nao identificados entre os genes M e G (Walker, P. et al., 2018).

7) Género Vesiculovirus;

Infectam uma ampla gama de hospedeiros vertebrados e sao
transmitidos por insetos; alguns também podem ser transmitidos entre
vertebrados por contato direto. Varios vesiculovirus causam estomatite
vesicular em gado. O genoma é relativamente simples, contendo os
cinco genes de proteinas estruturais e curtas regides intergénicas, mas
também pode incluir ORFs alternativos no gene P e o uso de cddons de

iniciacao alternativos no gene M (Walker, P. et al., 2018).
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Hospedeiro invertebrado

1)

Género Almendravirus;
Foram isolados de mosquitos. O genoma apresenta um gene

adicional localizado entre os genes G e L (Walker, P. et al., 2018).

Género Alphanemrhavirus;

Virus que foram detectados por sequenciamento de material
genético de nematoides (lombrigas do filo Nematoda). O genoma é
relativamente simples, contendo os cinco genes de proteinas estruturais,
mas pode incluir uma pequena ORF adicional no gene M (Mx) que se
sobrepde ao final da ORF M. Nenhum alfanemrhavirus foi ainda isolado
(Walker, P. et al., 2018).

Género Caligrhavirus;

Foram detectados em piolhos do mar (crustaceos da familia
Caligidae), nos quais parecem causar infecgbes ativas. O genoma do
caligrhavirus é relativamente simples, contendo os cinco genes de
proteinas estruturais, mas pode incluir um gene adicional (U1) entre os
genes G e L. Nenhum caligrhavirus foi ainda isolado, mas virions foram

observados por microscopia eletrénica (Walker, P. et al., 2018).

Género Sigmavirus;

S&o virus de moscas do género Drosophila. A infeccao resulta em
paralisia ou morte das moscas. O genoma pode apresentar um gene
adicional (X) localizado entre os genes M e G, codificando uma proteina
de funcdo desconhecida (Walker, P. et al., 2018). O virus sigma
(DMelSV), é um patdgeno natural de Drosophila melanogaster, e é o
unico Rhabdovirus especifico de Drosophila ja descrito (Longdon, B. et
al., 2009).
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Hospedeiro de planta

1) Género Cytorhabdovirus;

Infectam uma ampla gama de plantas e sdo transmitidos por vetores
artrépodes (pulgdes e cigarras) nos quais se replicam. Tém um genoma nao
segmentado apresentando um gene adicional localizado entre o gene P e 0
gene M (Walker, P. et al., 2018)

2) Género Dichorhavirus;

Infectam plantas e sao transmitidos pelos acaros Brevipalpus. Eles
causam lesdes localizadas em folhas, caules e frutos de plantas
economicamente importantes, como citros, café e orquideas. O genoma dos
dicorhavirus contém os genes N, P, M e G, e um gene adicional localizado
entre 0 gene P e 0 gene M que codifica uma proteina de movimento
putativa (Walker, P. et al., 2018)

3) Género Nucleorhabdovirus;
Infectam uma ampla gama de plantas e sdo transmitidos por vetores
artrépodes, nos quais se replicam. Os nucleorhabdovirus se replicam no
nucleo das células vegetais infectadas. O genoma apresenta um gene
adicional entre o0 gene P e o gene M que codifica uma proteina de
movimento (Walker, P. et al., 2018)

4) Género Varicosavirus;
Infectam naturalmente duas familias de plantas (Compositae e

Solanaceae). O genoma € bem simples (Walker, P. et al., 2018).

1.8 Elementos virais endégenos (EVEs) integrados ao genoma de

diferentes espécies

Elementos virais endégenos (EVEs) sdo sequéncias virais inteiras ou
parciais integradas em genomas hospedeiros.
Os genomas dos vertebrados contém muitas copias de sequéncias

retrovirais, adquiridas ao longo da evolugédo. Até recentemente, pensava-se
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que eram o Unico tipo de virus de RNA que se integrava ao genoma do
hospedeiro (Vladimir et al., 2010). EVEs derivados de retrovirus sdo os
exemplos mais conhecidos, uma vez que os retrovirus integram seu DNA no
genoma do hospedeiro como parte de seu ciclo de vida durante a infecgao
(Suzuki et al., 2017).

Porém, ha diversos estudos descrevendo a presenga de sequéncias de
virus de RNAs n&o retrovirais integradas no genoma de vertebrados,
invertebrados e plantas, mesmo nao fazendo uso de DNA intermediario (Maori
et al., 2007).

Avangos recentes na bioinformatica mudaram o panorama da
paleovirologia. Levantamentos in silico sdao usados para rastrear EVEs em
varios genomas de animais para identificar uma série de sequéncias EVE nao
retrovirais pertencentes a varias familias de virus. Os elementos virais
integrados geralmente acumulam mutagdes aleatorias que os tornam inativos.
(Suzuki et al., 2017).

Em diferentes espécies de vertebrados testados, ja foram detectadas
diversas sequéncias de DNA gendmico que parecem ter sido derivadas, ha
aproximadamente 40 milhdes de anos, de familias de virus atualmente em
circulagdo, com genomas de RNA de fita simples. Muitas dessas sequéncias
foram relacionadas a familias da Ordem Mononegavirales: Rhabdovirus,
Bornavirus e Filovirus (Vladimir et al., 2010).

Estudos realizados por analises filogenéticas e sequenciamentos a partir
de genomas de mamiferos, apresentaram insergdes de filovirus em morcegos,
roedores, marsupiais € musaranhos. Os resultados desses estudos indicam
que as inserc¢des nesses animais ocorreram ha aproximadamente 40 milhdes
de anos e podem ser classificadas como elementos fosseis (Taylor et al.,
2010).

Além dessas espécies, foram identificados também, elementos
rhabdovirais integrados ao genoma de copépodes, como Caligus rogercresseyi
e Lepeophtheirus salmonis, e da formiga Camponotus floridanus. Essas
sequéncias codificavam para as regides de nucleoproteina (N), RNA
polimerase (L) e glicoproteinas (G), mas nao foram encontradas sequéncias

codificantes para proteinas de matriz (M) e o cofator da polimerase, a
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fosfoproteina (P), o que poderia ser explicado, por essas regides serem as
menores e menos conservadas do genoma de Rhabdovirus (Fort et al., 2012).

Dentre os artrépodes de interesse como organismo modelo ou de
interesse médico, foram realizados estudos e analises in silico em Aedes
aegypti, Culex quinquefasciatus, o carrapato Ixodes scapularis e o0
flebotomineo Lutzomyia longipalpis, nos quais foi identificada a presenca de
fragmentos fésseis de Rhabdovirus e também de outros virus, integrados ao
genoma (Fort et al., 2012).

Tais analises também permitiram avaliar que as mesmas sequéncias de
virus de RNAs nao retrovirais estdo presentes no genoma de Aedes aegypti ha
milhées de anos e que esses mosquitos foram expostos a diversos episddios
de infeccao ao longo do curso da evolugao, ja que pelo menos metade dessas
sequéncias integradas foram originadas de eventos integrativos independentes
(Fort et al., 2012).

Também ha trabalhos na literatura que identificaram insergcdes virais nao
retrovirais no genoma de flebotomineos. Dentre eles em L. longipalpis, onde
foram identificadas sequéncias de Nucleoproteina de Rhabdovirus (Fort et al.,
2012) e nas espécies Phlebotomus duboscqi e Sergentomyia sp. (Vasilakis et
al., 2013).

O futuro desses EVEs nas populacdes hospedeiras depende do papel que
possam vir a desempenhar no hospedeiro. Espera-se que aqueles que sejam
deletérios, ou seja, que gerem injurias as células hospedeiras, sejam
eliminados durante o processo evolutivo. Os EVEs neutros sdo submetidos a
deriva genética e podem persistir por muito mais tempo, mas acumularao
mutacdes aleatdrias até que ndo possam mais ser identificados. Por outro lado,
alguns EVEs podem exercer fungdes benéficas para seus hospedeiros. Este
processo € conhecido como exaptacao. Um exemplo classico é a resisténcia a
infecgdes virais (Fort et al., 2012). Essa resisténcia pode acontecer através da
transcricdo e/ou traducdao dessas EVEs pelo proprio hospedeiro. Fujino e
colaboradores (2014) publicaram o primeiro artigo da literatura que identifica
sequéncias de virus de RNA nao retrovirais desempenhando fungdes na
defesa antiviral no hospedeiro (exaptagéo), através da tradugdo de sequéncias

bornavirus-like em esquilos da espécie Ictidomys tridecemlineatus. A proteina,
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in vitro, se mostrou eficiente para inibir a replicagdo do virus da doenga de
Borna.

Outro trabalho interessante, de Goic e colaboradores (2016), mostrou que
DNAs derivados de virus desencadeiam tolerancia a infecgdes arbovirais em
duas espécies de Aedes infectados com dois arbovirus de familias distintas
(dengue ou chikungunya), onde ocorre a inser¢gdo de sequéncias virais no
genoma, gerando DNA viral (vDNA), que é essencial para a sobrevivéncia do
mosquito e tolerancia viral. Com a auséncia de vVDNA ocorre uma extrema
suscetibilidade a infecgbes virais. Esses resultados mostram um importante
papel do vDNA na tolerancia viral que permite a sobrevivéncia do mosquito e,
portanto, pode ser importante para disseminacéo e transmissao de arbovirus.

Alguns virus utilizam o mecanismo de transposi¢cdo para se mover dentro
das células hospedeiras e assim, conseguirem integrar parte do seu genoma
no genoma do hospedeiro. Na maior parte dos casos, esse movimento é
aleatério e ocorre em baixas frequéncias. No caso de virus de RNAs nao
retrovirais, uma cdpia de RNA do elemento é necessaria para sua incorporagao
no DNA-alvo, atuando como um molde para o evento de integragdo ao genoma
(Alberts et al., 2010).

O mecanismo de integragdo de sequéncias de RNAs ndo retrovirais no
genoma ainda nao esta claro. Ha uma possivel hipétese discutida por Tasseto,
M. e colaboradores, 2019, de que durante infecgdes virais em mosquitos,
fragmentos de genomas de virus de RNA sdo transcritos reversamente através
da atividade de retrotransposons enddgenos ja no inicio da infecgdo, que
resulta na formagao de cDNA viral (vDNA), assim como ocorre em Drosophila
(Goic, B. et al., 2013). Essa hipoétese foi sugerida através do uso de inibidores
de transcriptase reversa (RT), zidovudina (AZT) e Estavudina, que resultou no
impedimento da produgcédo de vDNA em células Aag2 infectadas com virus
Sindbis (SINV) (Goic, B. et al., 2016).

A investigacao de sequéncias rhabdovirais em flebotomineos se iniciou em
nosso laboratorio, a partir de dados obtidos num trabalho publicado pelo nosso
grupo, onde as células LL-5 foram transfectadas por varios RNAs de dupla fita
(dsRNAs), para estudos iniciais de silenciamento génico em flebotomineos. E,
surpreendentemente, foram observados que, de alguma forma, esses dsRNAs
nao relacionados, bloqueavam a replicagaol/infeccdo viral nessas células. E
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ainda, quando o meio condicionado das células transfectadas foi incubado com
células naive, estas também passaram a apresentar resisténcia viral (Pitaluga
et al., 2008). A partir de entao, iniciou o interesse por saber o que poderia estar
no sobrenadante dessas células, envolvido nessa imunidade antiviral
inespecifica. Exossomos ja sdo descritos na literatura, como sendo importantes
no transporte de macromoléculas, atuando como comunicadores intercelulares
e sao relacionados a imunidade antiviral. Portanto, para analisar os exossomos
de células LL-5 no meio condicionado, para compreender se estes poderiam
estar relacionados a imunidade, foram realizadas ultracentrifugagdes.
Curiosamente, além dos exossomos, puderam ser observadas também,
possiveis particulas virais. O RNA total foi extraido e sequenciado, revelando 6
sequéncias codificantes para proteinas de nucleocapsideo e RNA polimerase
de Rhabdovirus. Foram denominadas NcP1, NcP2, NcP3, Pol1, Pol2 e Pol3.

24



OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e |dentificar a presenga e caracterizar elementos rhabdovirais
endégenos (EREs) em células embrionarias e insetos adultos de L.

longipalpis e outros flebotomineos.

2.2 Objetivos Especificos

¢ |dentificar a presenga de sequéncias rhabdovirais inseridas no genoma
de flebotomineos, através do uso de bancos de dados Vectorbase e
ViPR e a ferramenta de bioinformatica Blast;

e Confirmar através de PCR a presenga ou auséncia das sequéncias de
genes de Rhabdovirus em flebotomineos de diferentes localizacdes
geograficas no Brasil;

e Investigar se essas inser¢des rhabdovirais estdo sendo transcritas por
esses insetos;

e Examinar se ha tradugao das sequéncias transcritas;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtengao dos flebotomineos usados no projeto

Foram utilizados insetos provenientes de nossa colbnia de L.
longipalpis, originalmente coletados em Jacobina (Bahia - Brasil), e mantidos
em insetario do nosso laboratorio a 26°C e alimentados com solucdo de
sacarose 70%. As fémeas sao alimentadas com sangue de hamster
anestesiado para ovipor. As demais espécies de flebotomineos de outras
regides foram provenientes de coletas no campo ou insetarios de nossos
colaboradores. Para representar amostras do Novo Mundo, insetos adultos de
diversas regides do Brasil foram cedidos pelos pesquisadores: Dr. Reginaldo
Pecanha Brazil (IOC — Laboratério de Doencas Parasitarias/FIOCRUZ - RJ),
Dr. André Pitaluga (IOC — Laboratério de Biologia Molecular de Parasitas e
Vetores/FIOCRUZ-RJ), Dr. Sinval Branddo (FIOCRUZ-PE), Dr. Felipe Pessoa
(FIOCRUZ-AM), Dra. Rafaela Bruno (IOC/FIOCRUZ-RJ), Dr. Felipe Dias
(FIOCRUZ-RJ), Dr. Jodo Marques (Departamento de Bioquimica e
Imunologia/lUFMG) e Dr. Oscar Daniel Salomén (Instituto Nacional de Medicina
Tropical/Ministério de saude — Argentina). Insetos adultos do Velho Mundo
foram cedidos pelo Dr. Petr Volf (Departamento de Parasitologia/Charles

University — Republica Tcheca).

3.2 Cultivo de células

As linhagens celulares de Lutzomyia longipalpis, LL-5 e Lulo, foram
mantidas em meio L-15 (SIGMA — Aldrich) suplementado com 10% de Soro
Fetal Bovino (SFB) (Laborclin) e 10% de Triptose Phosphate Broth (TPB) a

uma temperatura de 28°C.
3.3 Extracao de RNA total e DNA gendémico

Para extragdo do RNA e do DNA gendbmico das amostras, foram

seguidos protocolos do reagente TRIzol® (Invitrogen®), especificos para cada
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molécula separadamente, segundo instru¢des do fabricante. O RNA foi
armazenado a -80°C e o DNA a -20°C.

3.4 Tratamento do RNA por DNase

Apos a extragcdo do RNA foram realizadas Reagbes em cadeia da
Polimerase (PCR) para verificar possivel contaminagcdo com DNA gendmico
nas amostras. Como controle positivo da reagao, foram usadas amostras de
DNA previamente extraidas de células LL-5. Havendo amplificagdo, o que
confirmava a contaminacéo, as amostras foram tratadas com a DNAse livre de
RNA TURBO DNA-free Kit (Ambion).

3.5 Sintese de cDNA

A partir do RNA extraido livre de DNA gendmico, a primeira fita de DNA
complementar (cDNA) foi sintetizada com o kit SuperScript® Ill First-
StrandSynthesis System (Invitrogen®), de acordo com recomendacdes do

fabricante.

3.6 Desenho de oligonucleotideos

Os oligonucleotideos foram desenhados e analisados utilizando os
programas Oligonucleotideo-BLAST (NCBI-NIH) e AmplifX, disponiveis em:
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/primer-blast/ e

https://amplifx.software.informer.com/1.7/, respectivamente.

3.7 Reagoes em cadeia da polimerase (PCR)

A deteccao de fragmento viral nas diferentes amostras (CDNA e DNA) foi
feita através de reacdes de PCR convencional, que resultaram na amplificacao
do fragmento de interesse.

As reacOes para sintese de cDNA foram conduzidas com condi¢ées de
temperatura de: desnaturagao inicial a 95°C por 5 minutos, seguido de 35
ciclos de desnaturagdo a 95°C por 30 segundos, anelamento a 56°C por 30
segundos e extensao a 72°C por 30 segundos, e em seguida aos ciclos uma

etapa de extensao adicional de 5 minutos a 72°C.
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As reacdes com DNA foram conduzidas com condicdes de temperatura
de: desnaturacdo inicial a 95°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de
desnaturacdo a 95°C por 45 segundos, anelamento a 57°C por 45 segundos e
extensdo a 72°C por 1 minuto e 30 segundos, e em seguida aos ciclos uma
etapa de extensao adicional de 5 minutos a 72°C.

Oligonucleotideos para os genes constitutivos Histona e GAPDH
(Tabela 3.1) foram empregados nas PCRs para a confirmagéo da extragao de
RNA e DNA das amostras. Os oligonucleotideos que se anelam nos genes alvo
(Proteina de Nucleocapsideo e Polimerase) descritos nas Tabelas 3.2 e 3.3

foram utilizados para analise qualitativa das amostras.

3.8 Eletroforese em gel de agarose

Apos a PCR, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose de 1,5% (11 x 14 cm), em tampao Tris-Acetato-EDTA (TAE) em
concentracédo 1X contendo 0,5 pg/mL de brometo de etideo (C12H20BrN3). A
fonte foi regulada a 110 mV, por ~40 minutos. Apds a corrida da amostra, o gel
foi exposto a luz UV, através de um transluminador com camera acoplada, para

captura das imagens.

3.9 Clonagem

Os produtos de PCR, apds excisados do gel de agarose, foram
purificados com kit PCR and gel clean up system (Promega) e, em seguida,
ligados ao vetor plasmidial pPGEM-T easy com acdo da enzima T4 DNA Ligase
(1U), ambos da fabricante Promega, seguindo instru¢des do fabricante para

reagdes com volume final de 10 pL.

3.10 Transformacao
Aliquotas de 4 pL da reagao de ligagao foram incubadas por 20 minutos

no gelo com células competentes DH5x de Escherichia coli (E. coli). Em

seqguida foi realizado choque térmico em banho-maria a 42°C por 90 segundos
e as células foram colocadas em gelo por 2 minutos. Foi adicionado 1 mL de
meio Luria Bertani Broth (LB) as células, que foram crescidas por 45 minutos
no agitador a 200 RPM. As amostras foram plagueadas em meio LB-agar
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contendo 1 uL de ampicilina a 100 pg/mL, 100 uL de IPTG a 100mM e 20 uL de
X-Gal a 20 mg/mL.

3.11. Minipreparacao de DNA plasmidial e digestao enzimatica

Foram realizadas minipreparagdes de DNA plasmidial (miniprep) com o
QlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) e foi feita digestdo enzimatica de 50 ng do
plasmideo com 10 U da enzima de restricdo EcoRI (Promega), por 1 hora a

37°C, seguida da inativacdo da enzima a 65°C por 10 minutos.

3.12 Sequenciamento

Reacgdes contendo 200-250 ng de plasmideo pGEM-T easy contendo
inserto de interesse e 3,2 pmoles de oligonucleotideos especificos foram
enviadas para sequenciamento na Plataforma de Sequenciamento
PDTIS/FIOCRUZ, em 3730xI DNA Analyzer (AppliedBiosystems).

3.13 Analise da expressao por PCR quantitativa (QPCR)

Esse experimento foi realizado em ftriplicata experimental e uma
replicata biolégica. Na reacao, foram empregados 6ul de SYBRGreen 2x Mix
(Applied Biosystems), 1ul dos cDNAs concentrados, 2 yl de um mix com
oligonucleotideos senso e anti-senso a 1,25uM. O termociclador utilizado foi o
Applied Biosystems StepOne e o ciclo de amplificagdo foi de 50°C por 2
minutos, 95°C por 10 minutos e 42 ciclos de 95° por 15 segundos e 60°C por
30 segundos. A expressao relativa dos grupos, infectado com VSV (via oral) e o
grupo controle (alimentado apenas com sangue), foram comparados ao gene
constitutivo GAPDH de L. Longipalpis (ACt) e, apds, os grupos foram
comparados entre si, através do método AACt (Livak et al., 2001). As analises
foram feitas no programa GraphPad Prism 5. As amostras usadas nesse
experimento foram cedidas pelo Dr Jodo Marques. A infecgdo dos
flebotomineos com VSV foi realizada conforme descrito por Ferreira e

colaboradores, 2018.

3.14 PCR inversa
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Diferente do que ocorre com a técnica de PCR tradicional, onde é
amplificada uma regido interna, situada entre duas sequéncias flanqueadoras
conhecidas, na técnica de PCR inversa sdo amplificadas regides gendémicas
desconhecidas, a montante ou a jusante de uma sequéncia conhecida.
Inicialmente é determinada a presencga de sitios para enzimas de restricdo na
sequéncia conhecida.

A busca é por sitios de restricdo que estejam localizados proximos as
extremidades da sequéncia. A escolha do desenho dos oligonucleotideos
iniciadores e das enzimas de restricdo a serem utilizadas no experimento
depende se a regido de interesse esta a montante ou a jusante, mas em
ambos 0s casos 0 processo € 0 mesmo. A enzima escolhida devera cortar a
sequéncia conhecida uma unica vez e o seu sitio estar localizado na regiao a
jusante do sentido para onde queremos ampliar a sequéncia. Na figura 3.1
temos um exemplo de amplificagdo da sequéncia a montante da regido
conhecida. Para isso digerimos o DNA com uma enzima de restricdo cujo sitio
esteja localizado a jusante da que queremos amplificar. Em seguida é feita uma
digestdo enzimatica, que resultara em fragmentos que serdo submetidos a
reacdes de ligacdo com a enzima T4 ligase. Posteriormente os produtos da
reacado de ligase séo diluidos para favorecer o autoanelamento e evitar a
formacao de concatameros. Apos a ligacdo esse material é utilizado como
modelo para uma PCR. Os oligonucleotideos sdo desenhados de forma a
anelarem com orientagdo oposta entre si (Figura 3.1). Um dos
oligonucleotideos deve se anelar antes do sitio de restricdo escolhido e o outro
deve se anelar proximo a extremidade para onde a sequéncia devera crescer.
Ocorre depois a amplificacdo dos fragmentos por PCR, cujos produtos sao

clonados e por fim, sequenciados.
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R—>

Digestao com enzima de restricao

Figura 3.1: Representagcao esquematica da PCR inversa. Adaptada da dissertagéo

v Reagdo com ligase

[ sitio de restrigdo

F €— Primer Forward

B Sequéncia gendmica conhecida
B sequéncia gendmica desconhecidal

R —> Primer Reverse

—R

de mestrado de Jodo Ramalho Ortigao.

Oligonucleotideos que se anelam dentro dos genes constitutivos Histona
e GAPDH (Tabela 1) foram empregados nas PCRs para a confirmacdo da
qualidade da extracdo de RNA e DNA das amostras. Os oligonucleotideos que
se anelam nos genes alvos (Proteina de Nucleocapsideo e Polimerase)

descritos nas Tabelas 2 e 3 foram utilizados para analise qualitativa das

amostras.

Produto amplificado

Tabela 3.1: Oligonucleotideos utilizados para genes constitutivos de L. longipalpis

Nome

Sequéncia

Tamanho do fragmento

Histona F (senso)

5' GAAAAGCAGGCAAACACTC 3

GAPDH (sentido reverso)

5 CCCTTCATCGGTCTGGACTAZ

Histona R (sentido 500pb
reverso) 5 GAAGGATGGGTGGAAAGG 3'
GAPDH F (senso) 5' TTCGCAGAAGACAGTGATGG 3'

132pb

Tabela 3.2: Oligonucleotideos utilizados para gene de nucleocapsideo

Nome Sequéncia Tamanho do fragmento
NcP1a F 5 GGAACCCCAGAACGATACAA 3’

319pb
NcP1a R 5 GACAGAGGCACGCGAAGTAT 3’
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NcP2 F

5 GAACTGTGCCAAAGGGTGAT 3’

111pb
NcP2 R 5 GCAACCCCAAACTCCTACAA 3’
NcP3 F 5 GGATTGAGAGGGTTCC 3'

199pb
NcP3 R 5' TCGGGAACTCCTGAGAAATACA 3’
NcP1.1 F 5 ACCGGCTCTGGCTTTGAGCCA 3’

950pb
NcP1.1 R 5 ATGCGGCTGCAACTTCTGAGTT 3’
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Tabela 3.3: Oligonucleotideos utilizados para gene da Polimerase

Nome Sequéncia Tamanho do fragmento
Pol1 F 5' AAGCCACTCTTCCCCAGATT 3

207pb
Pol1 R 5' CCCTCCGAACCTCACAGTAA 3
Pol2 F 5' CCACCAACGGACAAGGTCTA 3'

203pb
Pol2 R 5' GGCGTCCCAAATAGTAAACG 3
Pol3 F 5'TGTGATTAAAACACTTCTACCAA 3’

200pb
Pol3 R 5' TCGGATTTAAACTGGCGAAC 3'
PolHinlll F 5" CCTGGGTTATCCCAATCTCAT 3'
PolHinlll R 5 TGCTTCTCCTCTCTGATGATTG 3
PoINdel F 5' GCAAGTAGGCATGTGAACTT 3'
PoINdel R 5' CCAGCAGAGATGTTCGGAACAG 3'

3.15 Marcadores de peso molecular (Ladder)
Os marcadores de peso molecular utilizados (Figura 3.2) foram o 100bp

e o Lambda Hindlll, ambos da Thermo Scientific™/Invitrogen.

a b
2,072 23.130 pb
; pb‘n
— 6.557 pb
1.500 pb”T|
— 2.322 pb
600 pb
2.027 pb
100 pb 564 pb\a
Agarose 1,5% Agarose 1%

Figura 3.2: Marcadores de peso molecular (ladder) da Thermo ScientificTM/Invitrogen:
a) 100bp, e b) Lambda Hindlll
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3.16 Ferramentas de Bioinformatica usadas

As insergcbes genbmicas identificadas em L. longipalpis foram
investigadas in silico através do uso da ferramenta BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool - https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) e dos bancos
de dados do NCBI (National Center for Biotechnology
Information), VIPR (VirusPathogenResearch -
https://www.viprbrc.org/brc/home.spg?decorator=vipr) e VectorBase

(https://vectorbase.org/vectorbase/app).

Blast

Basic Local Alignment Sequence Toolsé uma ferramenta de
bioinformatica usada para encontrar regides de similaridade entre sequéncias
bioldgicas. O programa compara sequéncias de nucleotideos ou proteinas com
um banco de dados de sequéncias e calcula significancia estatistica.

Disponivel online: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Analise das sequéncias

GeneStudio

As amostras enviadas ao sequenciamento sao analisadas em diferfentes
etapas, usando-se diferentes ferramentas de bioinformatica. Para garantir
maior confiabilidade e cobertura das sequéncias, elas sdo enviadas em
duplicatas para a plataforma de sequenciamento. Para alinhar essas duplicatas
e formar contigs, o soffware GeneStudio foi usado. Esse programa também
possibilita editar/limpar as sequéncias, apagando possiveis ruidos que

prejudiquem a analise. Disponivel para baixar em:

https://genestudio.software.informer.com/

VecScreen

Apos ter os contigs formados, €& importante apagar possiveis
‘contaminantes” das sequéncias, neste caso, que possam ser de origem
vetorial, uma vez que nossa sequéncia de interesse (inserto) é ligada em vetor

plasmidial. A ferramenta VecScreen permite remover esses segmentos para
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que as sequéncias possam ser analisadas depois. Disponivel online:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/vecscreen/

Clustalw

As duplicatas de sequéncias de cada amostra geradas através do
sequenciamento Sanger foram submetidas ao alinhamento através do software
“ClustalOmega”, disponivel online. O alinhamento foi realizado para validar as

duplicatas. Disponivel online: https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/

Jailview
Programa para alinhamento multiplo de sequéncias, visualizagdo e

analise. Disponivel para baixar em: http://www.jalview.org/getdown/release/

LTR_Finder
Esta ferramenta foi usada para realizar buscas de transposons no
genoma de L. longipalpis. Para isso, foram usados os contigs onde estao

inseridas as NcPs. Disponivel online: http://tlife.fudan.edu.cn/tlife/ltr_finder/

3.17 Producao de peptideos sintéticos

A fim de verificar se a sequéncia de NcP1, além de transcrita, estava
sendo traduzida, peptideos sintéticos foram produzidos, para serem usados
como antigenos em coelhos, para produg¢ao de anticorpos anti-NcP1, a serem
posteriormente usados em ensaios de western blot.

Os peptideos a serem inoculados em coelhos foram desenhados através
do software AbDesigner. A primeira etapa foi a de buscar Open reading frames
(ORFs) da sequéncia de interesse, neste caso, NcP1. Para esta analise, foi

usada a ferramenta OrfFinder, disponivel on-line (Figura 3.3).
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Figura 3.3: Busca de ORFs na sequéncia de NcP1.1, usando o programa OrfFinder.

Uma das ORFs foi selecionada (neste caso, a ORF 2), porque
apresentava uma maior extensdo. Apos seleciona-la, foi usada a ferramenta
BLASTP (realiza a busca de regides de similaridade entre a sequéncia da
proteina de interesse com sequéncias de proteinas disponiveis no banco de
dados) para confirmar se a ORF escolhida apresentava similaridade com

Nucleocapsideo de Rhabdovirus (Figura 3.4).

i = 0 T i0e 125 =8 177
Quory soq, e
Superfanilies Rhabdo_ncap
Distribution of the top 100 Blast Hits on 100 subject sequences &
Mouse over to see the fitle, click to show alignments
Color key for alignment scores
=40 W 40-50 W 50-80 W s0-200 W==200
1 30 60 Q0 120 150

Figura 3.4: Resultado blastp da ORF2 identificada através do soffware OrfFinder, confirmando

a similaridade da mesma com Nucleocapsideo de Rhabdovirus.
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Apos essa confirmacgdo, a sequéncia foi entdo usada no AbDesigner,
que analisou as regides de maior imunogenicidade e apresentou os peptideos

mais imunogénicos e especificos (Tabela 3.4).

Tabela 3.4: Peptideos apresentados pelo software AbDesigner apés analise de

imunogenicidade da sequéncia de interesse.

Proteina alvo Sequéncia do peptideo Localizacao
NcP1 GTGTPERYNTWETSNN 14-28
NcP1 GSHSSKNATYYPGTN 147-161

Os peptideos foram produzidos pela empresa AminoTech numa escala de

sintese de 1 a 4mg.

3.18 Inoculacao dos peptideos em coelhos

Coelhos da raca New Zealand foram submetidos a inoculagao
subcutanea por trés vezes com 1mg de cada peptideo, com intervalo de 30
dias.
Licenga do CEUA: L036/2019.
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IV RESULTADOS

4.1 Resultados Prévios de Nucleocapsideo

Com a finalidade de identificar possiveis virus evidenciados por
microscopia eletrbnica no pellet exosomal de células LL-5, os acidos nucleicos
foram extraidos e sequenciados e, apos alinhamentos com banco de dados de
virus, foram identificadas seis sequéncias parciais codificantes para proteinas
de Rhabdovirus, sendo trés para proteinas de nucleocapsideo (denominadas

NcP1, NcP2 e NcP3) e trés codificantes para uma RNA polimerase dependente

de RNA (denominadas Pol1, Pol2 e Pol3) (Figura 4.1).

(McP1) 477pb
ACTTACTGAGGGAGCCTCATGGAGA GGC ACTGEA ACCCCAGAACG ATACAATACATGG GAGACATCTAACAATTTTACAAA GTTGGTGECCGEA
TATGACTGGTTCTTCCAGTTGTITAACAAAC ATCAATATGCATCCTTGAGATTCGGAACCGTTTCATCTCGAATGGCTGAGTGTACAGTCTTCAAT
GCATTTGAACACGTAATAGE AACCCTGTCOATGCCCCCTECTCAGATTTACAAGTGOATTTGGGATCTACAGGTGATGAA GGAATACA ACATTTT
TGGTAAAGAGACAGACTTCTTCGCAGA ATATGGGTCTGTT TACCCATACTTCGCGTGCCTCTETCTTTCGAGAA AGTCCCCATATGCTATAGECC
AAGTACCTCATCTCCATACGTATTTGCATACCATTAGTTGCTTAGCAGG GAGTCATTCATCTAAGA ACGCG ACTTACTACCCGGGGACCAACTTC
an

(NcP2) 459pb
TGGAGGEEGEATTGCATCTTTCGAAGTETCGCTGCACCCTGOCALACACCCCATTATGT TAAACCAGGTGTGCAA AL GEGEGCATTGCTCGATC
CCCCATGEAGATCTCCTIGACATTCGTAGACATGCGAAGTATGG GAATATTGATCCTTCCTCATT TAGGAAATCACTTTCTITCCCTATGATTACG
TATTCATTCATCATCTGCTCATCAAATATCCATAGAGGGAGTTTATAATACGGCATAAGAGCATTGCAGATATTTTTGAAGCTGTGETAAACAGA
GCACTCAGCCATCCGCGTTACGAAGCTTCCGAATCTGAACTGTGCCAAAGGETGATCCGGGAAAAGAACAALA AACCAATCAAACCCAGCAAC
GATTTTGOCAAAGTTATCATTETTCGECCAGCCATTGTAGGAGTTTGGGCTTGCTOTACCAACAA ATGEECGOCGCACAAT

(NcP3) 210pb

TGGAGGGEGEATTGAGA GGGTTCCAATAACGTGCTCAAGGECGTTGAAC ACGE AGCATTCTGCCATGCAAGCTGATACTGTTCCAAATCTTAAT
GAGGCCTACTGATETCAATTGAACAAGTTAAAGAACC AATCGTAACCCOOGACTAATTTGETAAAGTTGTCCGAAGATTCCCATTGATTGTATIT
CTCAGGAGTTCCCGATCCTCT

{Pall) 386ph
AATCAAGCCACTCTTCCCCAGATTCCTCAGTGAGTTTAGAGCAG GG ACTATTTATGGETGCCGCAGATTCACTACT TGGACTGTITCAAAACTCAC
GAACGATACGTAACCTTTTCAAACACAA AATGGAACGAACAATCEATTTTATAATCTTCAAGTCGGAGATTAGATCTTTGGCAAGTTTGATGRAC
ATTACTGTGAGGTTCGOAGGGC ATATGTGGACATGCTCAAGT TCACATGCCGATTACTTGCOGGCAL AGTCTTGOGGE GAAGAAGTACTGGG AL
CTACAATTCCTCATCCAGCAGA GATGTTCGGAACA GEAGTTCTTGTTTITGGAAACTGCCCAG AGTGTGATCGTGETGG ATTCAATTACATTTCA
GTGTAT

{Faol2) 250pb

TATCCOCGTCTTGTAGTTTTAGAA GETCCGGGECETOCCALATAGTAA ACGA AGCTTTTTTCGAAGATTTCATGAGTCCTGGCGATGAGATTGGGA
TAACCCAGGAATTGACCCATTACTITGAAAACTGE ACCAGTTGCTTCTCCTCTCTGATGAT TG TTCCACTTCTCATAATCTATGTGATTTGCTATA
GAGATGGCACGETAATCATCTAGACCTTETCCGTTGETGETCTCCAACATTTTCTTAAT

(Pol3) 250pb
GTTCTCCGTGATATCTCTAATGTGTCGTATCAACTC TAGATCGGATTTAAACTGGCG AACT TTETATTG TG TGCAGATCACCTGATTGTCCCCTTG
TGCTAGTACTITGACCAATGTATTTCGAATTTTCGATTCCCTCATGATAATGAGG AGACTCAAA ATACTCCACCCTTTTTGAGTCTCCTCATTATE
ATGAGGGAATCGAAAATTCGAAATACATTGAGTAGAA GTGTTTTAATCACATTGTTGT

Figura 4.1: Sequéncias de RNAs rhabdovirais identificadas no pellet exosomal de células LL-

5.

Inicialmente, as sequéncias parciais de NcP1, NcP2 e NcP3 foram

traduzidas e alinhadas com sequéncias de proteinas de Nucleocapsideo de
varios Rhabdovirus. O resultado deste alinhamento sugeriu que possivelmente
todas se tratavam de sequéncias de Nucleocapsideo de um mesmo
Rhabdovirus, ja que elas alinhavam numa mesma regidao. Também foi realizada
andlise filogenética dessas sequéncias (Figura 4.3). Nota-se que as
sequéncias apresentam diferentes graus de parentesco entre si. As sequéncias
de NcP1, NcP2 e NcP3 apresentam similaridades e advém de um ancestral em
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comum mais distante, enquanto NcP2 e NcP3 possuem ancestral em comum

mais recente.
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Figura 4.3: Arvore filogenética com as sequéncias de NcP1, NcP2 e NcP3 e

sequéncias de Nucleocapsideo de outros Rhabdovirus.

A partir da identificacdo dessas sequéncias, se iniciou a caracterizacao
in vitro das mesmas. Para isso, foram usadas amostras de células LL-5.
Oligonucleotideos foram desenhados para as trés sequéncias (NcP1, NcP2 e
NcP3).

Apbs a extracdo de RNA dessas células e a sintese do DNA
complementar (cDNA), estas amostras foram usadas em PCR (Figura 4.4). Por
se tratar de um virus néo retroviral que possui como material genético o acido
ribonucleico (RNA), era esperado que houvesse essa identificagdo em
amostras de cDNA. O DNA dessas células também foi extraido e usado como
controle negativo dessas reagdes. Como esses virus nunca apresentam DNA
como material genético, ndo seria esperada nenhuma amplificagdo com os

oligonucleotideos utilizados na amostra do controle negativo.
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319pb

Figura 4.4: Amplificacdo de NCP1 a partir de cDNA de células LL-5: 1) cDNA LL-5; 2)

Controle negativo do oligonucleotideo NcP1.

319pb

Figura 4.5: Amplificacdo de NCP1 a partir de DNA de células LL-5: 1) DNA LL-5; 2)

Controle negativo.

Como vemos na Figura 4.5 houve amplificagdo de NCP1 na amostra de
DNA de LL-5, o que foi inesperado, uma vez que virus de RNAs nao-retrovirais
nao se apresentam sob forma de DNA em nenhuma etapa do seu ciclo
replicativo. Este resultado sugeriu a presenga de insergdo rhabdoviral no
genoma dessas células e, uma vez que o gene era também amplificado a partir
do cDNA, esse fragmento era transcrito. Estes resultados ainda nao incluem
NcP2 e NcP3.
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4.2 Resultados
4.2.1 Analises in silico das sequéncias de Nucleocapsideo

Algumas analises in silico das trés sequéncias (NcP1, NcP2 e NcP3)
foram realizadas, de forma a ampliar a caracterizacdo dessas insergoes.
Porém, a unica fonte de material genético anotado no banco de dados
VectorBase, € o genoma de Lutzomyia longipalpis proveniente de Jacobina
(Bahia).

A sequéncia de NcP1 foi identificada no scaffold132 do genoma de L.
longipalpis. Esta sequéncia era maior do que a que havia sido sequenciada a
partir do pellet exosomal do sobrenadante das células LL-5 e apresentava um

hit de 100% (Figura 4.6). Esta sequéncia maior foi denominada NcP1.1.

Lutzomyia longipalpis  (Scaffolds) Jacobina sirain genomic scaffold sequences, LlonJ1 assembly, softmasked using RepeatMasker, Dust, and TRF. 10

GFF file for Apolio

Show Query/Hit Numbers
Hit Query Aln Length E-value ~« Score

Identity Query Hit DB Sequence Hit
Scaffold1362 604 1068 95.5% > 4
—— > Scaffold132 1413 2826 100% > |
Scaffold132 264 1e-101 412 89.8% > ]
Scaffold671 215 2e-55 242 82.9% > 3
Scaffold516 152 1e-51 228 91.6% >

Figura 4.6: Presenca de NcP1.1 no scaffold132 de L. longipalpis Jacobina com hit de 100%.

Ao ampliar a visualizagdo desta sequéncia, foi possivel identificar a
regiao génica onde NcP1.1 esta inserida. Esta localizada num intron de um
gene de AcetilCoA sintetase, como mostra a figura 4.7.

30.93 kb Forward strand
50kb colb 1 Tokb Bokb

290342_23160727 aff

Genes [ Rt ] 3 C— — s 4 n
LLOJ001559-RA > LLOJOO1S60-RA > 2 uc
probein coding protein coding o

[l

Gene Legend

Frotein Coding

E protein coding

Figura 4.7: 1) NcP1.1; 2) intron do gene AcetilCoA, no qual NcP1.1 esta inserido. 3) Regido
promotora de AcetilCoA e 4) Regido codificante do gene.

Ja a sequéncia NcP2, esta localizada em um trecho do scaffold264.
Desta vez, com hit de 97,5%.
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B LI R TR R L LTI

Hit Query Aln Length E-value ~ Score Identity Query Hit DB Sequence Hit

_— Scaffold264 NcP2 437 0.0 818 97 5% > b
Scaffold182 NcP2 23 038 40 95.7% > |4
Scaffold182 NcP2 23 038 40 95.7% > |4
Scaffold529 NcP2 19 13 38 100% ] 3
Scaffold 1061 NcP2 27 13 38 88.9% | 2
Scaffold333 NcP2 23 46 36 91.3% | 3
Scaffold330 NcP2 21 46 36 95.2% > b
Scaffold230 NcP2 21 46 36 95.2% > 3
Scaffold1128 NcP2 21 46 36 95.2% ] bl
Scaffold5803 NcP2 23 46 36 91.3% ] <]

Figura 4.8: Presenca de NcP2 no scaffold264 de L. longipalpis Jacobina com hit de 100%.

Esta localizada no intron do gene HRP65 (Figura 4.9).

291900_ 2179360 g
Geras

Cortgn
Genas

Gene Legend

Protein Coding
N protein coding

Figura 4.9: 1) NcP2; 2) intron do gene HPR65, no qual NcP12 esta inserido. 3) Regiéo
promotora do gene e 4) Exons do gene.

A sequéncia NcP3, é de apenas 210 pares de base e os hits
apresentaram e-value muito alto (Figura 4.10). Este valor é o significado
estatistico do alinhamento e € dependente do tamanho da sequéncia
consultada. Quanto menor for este valor (mais préximo de zero), mais
significativa sera a analise. Portanto, mais analises podem ser necessarias
para conseguir compreender onde este gene esta inserido no genoma, uma
vez que através das ferramentas usadas, ndo foi possivel precisar a

localizagdo de NcP3 no genoma de L. longipalpis.
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Distribution of the top 100 Blast Hits on 100 subject sequences &
Mouse over to see the fitle, click to show alignments
Color key for alignment scores

<40 W 40-50 | 50-80 W 30-200 W ==200
1 40 80 120 160 200

Max Total Query E Per.

Description Score Score Cover value Ident

Parry Creek virus nucleoprotein, phosphoprotein, hypothetical proteins, matrix,_glycoprotein, hypothetical protein, ¢ 64.3 64.3 78% 1e-07 43.64%

Ord River virus isclate OR1023,_complete genome 629 629 78% 3e-07 4182%

Ord River virus nucleoprotein, hypothetical protein, phosphoprotein, hypothetical proteins, matrix, glycoprotein,_hyr 62.9 629 78% 3e-07 41.82%

Holmes Jungle virus isolate DPP1163,_complete genome 620 620 78% 5e-07 4182%

Wongabel virus strain CS264, complete genome 620 620 78% 5e-07 4182%

Mosqueiro virus nucleoprotein, phosphopratein, hypothetical proteins, matrix, glycoprotein, hypothetical protein, an 611 61.1  75% 9e-07 4528%

Piry virus strain BeAn2423 complete genome 606 606 95% 1e-06 32.84%

Sweetwater Branch virus nucleoprotein, phosphoprotein, matrix,_hypothetical proteins, glycoprotein, hypothetical pi 9.7  59.7  75% 2e-06 39.62%

Mossuril virus nucleoprotein, phosphoprotein, hypothetical proteins, matrix, glycoprotein, hypothetical protein_and 59.3 59.3 80% 3e-06 42.86%

Kamese virus strain ArB 9074, _complete genome 593 593 80% 3e-06 4286%

Kamese virus nucleoprotein, phosphoprotein,_hypothetical proteins,_matrix,_glycoprotein,_hypothetical protein,and | 59.3 593 80% 3e-06 42.86%

Perinet virus, complete genome 593 593 85% 3e06 3667%

Chandipura virus isolate ArD129179, partial genome 58.8 588 91% 4de-06 34.38%

Figura 4.10: Analises in silico da sequéncia de NcP3

Essas analises confirmaram a presenca dos EREs codificantes para
Nucleocapsideo (NcP1 e NcP2) no genoma de L. longipalpis e identificaram os

genes onde estdo inseridas essas sequéncias rhabdovirais, permitindo
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delimitar as regides flanqueadoras, e assim identificar a real extensao dos
mesmos.

Por questdes técnicas e de disponibilidade de tempo, nossos estudos
mais detalhados se concentraram na sequéncia NcP1. Para confirmar
experimentalmente a presenca de NcP1.1 no genoma, novos oligonucleotideos
(NcP1.1 F e NcP1.1 R) foram desenhados para essa regido, mas com um
acréscimo de 150 pares de base a montante e a jusante da mesma,
correspondente as regides flanqueadoras. Portanto, no caso de haver inser¢cao
no genoma esperava-se a amplificagcdo de uma banda de 950 pares de base. A
amplificagdo de 300 pares de base indicaria auséncia de inser¢cao

(esquematizado na Figura 4.11).

350gh

15406 .—-I
Iﬁ

150pb 150pb

B Scaffold 132 — Lurompialongipalpis
B Feriio deMNucleocapsideo

e Fecides flangueadoras

Figura 4.11: Esquema representativo regido de NcP1.1 no genoma de L. longipalpis.

A Figura 4.12. mostra o resultado da PCR para investigar a

presenga ou nao da inser¢géo de NcP1.1 no genoma.
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950pb

300pb

Figura 4.12: Gel representativo de PCR com oligonucleotideos para sequéncia de
NcP1.1: 1 e 2) L. longipalpis (Santarém); 3 e 4) L. longipalpis (Serra da Tiririca); 5 e 6) L.
longipalpis (Jacobina); e 7) Controle negativo.

E possivel observar que a populacédo de Santarém (Para) (sabidamente
sem a insercao, ver Fig.4.19) apresentou amplificagdo de 300 pares de base, o
que corresponde as regides flanqueadoras, enquanto as populagdes de
Jacobina e Serra da Tiririca (sabidamente positivas, ver Fig. 4.19)
apresentaram amplificacbes de 950 pares de base, ja que possuem insergcao
de NcP1.1 no genoma. Para validar esses resultados, as bandas foram
clonadas e sequenciadas.

As bandas da amostra de L. longipalpis de Serra da Tiririca, ao serem
alinhadas com uso da ferramenta BLASTp (NCBI), apresentaram similaridade

com Nucleocapsideo de Rhabdovirus (Figura 4.13).
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Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
-3 0 T 1m0 125 150
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Superfanilies Rhabdo_ncap

Distribution of the top 100 Blast Hits on 100 subject sequences &
Mouse over to see the fitle, click to show alignments
Color key for alionment scores
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Figura 4.13: Andlise in silico banda de 950 pares de base amostra de L. longipalpis de

Serra da Tiririca (Rio de Janeiro), referente a insergdo de NcP1.1 no genoma.

Porém, a banda de L. longipalpis de Santarém (300pb = regido
flanqueadora), ndo apontou nenhuma similaridade quando alinhada com o
genoma de L. longipalpis, sugerindo que o fragmento amplificado e

sequenciado era apenas um artefato (Figura 4.14).
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Distribution of the top 1 Blast Hits on 1 subject sequences &
Mouse over to see the title, click to show alignments

Color key for alignment scores
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Stenotrophomonas rhizophila sirain GA1 chromosome, complete genome 558

Figura 4.14: Analises in silico da banda de 300 pares de base da amostra de L.

longipalpis de Santarém (Para), referente as regides flanqueadoras.

Para confirmar que a sequéncia de 300 pares de base amplificada e
sequenciada a partir da amostra de L. longipalpis de Santarém (Para) era um
artefato, a mesma foi alinhada com a sequéncia das regides flanqueadoras no
genoma de L. longipalpis (Figura 4.15), com uso da ferramenta MultAlin
(Multiple  sequence  alignment  with hierarchical  clustering) de
F. CORPET, 1988.

1 10 20 30 40 50 60 70 80 20 100 110 120 130

RegFlank_300ph EGHEETETGEl:GﬂﬂﬂTCECGERHTECTECCﬂHTTl:IIl:CﬂﬂTCﬂl:--ETTHHC-EGHﬂHTTﬂGﬂﬂ--l:RCHHRCHRTHHHTTGTﬂDCTﬂTﬂﬂﬂTﬂRGEEﬂﬂﬂﬂﬂTﬂTﬂTﬂTTﬂﬂﬂﬂTCHGTTTGEHGTT
Santaren_300pb_RegF1 EEGREEEﬁ--EEEHRHTEEEEERﬁﬂTTﬁTEEHTEIIEEEEHETEEEﬁﬁEETETEﬁHGTERETEEEEEEERTEEEEHEEEERﬁHEEEIIHEEETEHEEREEEHEREEEREEREHREHEHE ETTEERHEHE
Consensus  ,GGAGGgE, , GCGAAATCGCGEARagegeCeAageCecCCAaTCaC, ,CgTaal , aGaafgTaGaa, . CAcaaaCh. CC. T,
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RegFlank_300ph EHHHET[ZHHTHH[i[ZEEHETTTHHHTTETEHETEHHTHTEH[ZHETEHHTTHT[IEEH[Z[ZEH[IETET[iFIHT[iHHTHT[ZFIEH[ZTTTEHHHHHEHHFIFIHHTHETTT[iTH----EHEHEEHETEHHETEHHTEE
Santaren_300pb_RegF1 EEHHETHEE[ZTE[iFITEHEET-EEETTEEE[ZTEE[ZTH[ZTETEEEEEEEEHHTHTEHHHETEHH TGTTACARGTAGCCGCGCAGCGTARATGGCTGCGCGTTCTGTCCATTGTGAGC-GTTTTTTGGCTAC
C

GaRAGT. AGgT, aaal TG; TcaCalicGaacaATacGaRaCcaaa, TETgH CalalC: TcTGTa,, .. GaGAGE,GTgaagTGaaTaC
261 210 280 290 300 310 320 325
[} 1
RegFlank_200pb CTARCTCTCATCTG--TGAGTATAACC--——-— -TTATCCAGTGCTTGGCCGCTCACCC
Santaren.300pb_RegFl GCCGCCCCCARCAGGCCGGTACAGACCGECGTGGCTCTCCAGGATCCGGGCGTARTCCAGTGLTTE
Consensus ccaaCcCeCAaCaG, ,chGagaaaafCC, .. ... cTaTCCAGgacceGhcCGeaaalla, . eeue .

Figura 4.15: Alinhamento da banda de 300 pares de base da amostra de L. longipalpis
de Santarém (Para) com as regides flaqueadoras de L. longipalpis. Em vermelho, os

nucleotideos iguais e em azul, os que sao diferentes nas duas sequéncias.

O alinhamento mostrou que as sequéncias ndo eram idénticas.

Alguns virus utilizam o mecanismo de transposicdo para se mover
dentro das células hospedeiras e assim, conseguirem integrar parte do seu
genoma no genoma do hospedeiro. Portanto, para entender como

possivelmente essas sequéncias podem ter sido inseridas no genoma, foi
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realizada uma busca inicial por retrotransposons, usando a ferramenta
LTR_FINDER. As sequéncias completas dos scaffolds identificados

anteriormente foram usadas nas analises (Figuras 4.16 e 4.17).

Program : LTR_FIMNDER
Version : 1.87

Load tRNA db [tRMNAdb/Agamb-tRMAs.fa] @.883 second
Predict protein Domains @.811 second

»Sequence: Scaffoldl32 Len:18926

No LTR Retrotransposons Found

Figura 4.16: Resultado gerado pela ferramenta LTR-FINDER na busca de retrotransposons na
sequéncia scaffold132 de L. longipalpis, que contém a sequéncia NcP1.1

Program : LTR_FINDER
Version : 1.87

Load tRNA db [tRMAdb/Agamb-tRMNAs.Ta] ©.883 second
Predict protein Domains @.880 second

»Sequence: Scaffold2e4 Len:94%6

Mo LTR Retrotransposcns Found

Figura 4.17: Resultado gerado pela ferramenta LTR-FINDER na busca de retrotransposons na
sequéncia scaffold264 de L. longipalpis que contém a sequéncia NcP2.

Essas analises foram negativas, dando a entender que ndo ha a
presenca desses elementos retrotransposomais no genoma de L. longipalpis,

que possam justificar a localizacdo dessas sequéncias rhabdovirais.

4.2.2 Presenga de NcP1, NcP2 e NcP3 inseridas no genoma de diferentes

flebotomineos

Para estudar a possivel manutencao destes EREs ao longo da evolugao
de flebotomineos, foram recebidos ao longo do projeto exemplares de diversas
populagdes e espécies de diferentes regides (ver figura 4.22 e tabela 4.1 dos
resultados). Foram realizadas extragoes de RNA, sintese de cDNA e extragao

de DNA. Para comprovar a qualidade das amostras, todas foram amplificadas
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com uso de oligonucleotideos desenhados para o gene constitutivo

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) (Figura 4.18).

127pb
)

Figura 4.18: Gel representativo, mostrando amplificagdo de GAPDH em diferentes amostras
de flebotomineos do Novo Mundo, de forma a testar a qualidade das mesmas. 1) Células LL-5;
2) Células Lulo; 3) L. longipalpis (Santarém) Q; 4) L. longipalpis (Santarém) J; 5) L. migonei
(Baturité) Q; 6) L. migonei (Baturité) &; 7) L. longipalpis (Serra da Tiririca) Q; 8) L. longipalpis

A grande maioria das amostras analisadas apresentaram insergéo
genbmica de NcP1 e, também apresentaram transcritos referentes a essa
insercdo. Como esperado, na auséncia de inser¢do nao havia transcritos.

Algumas dessas amostras estéo representadas nas figuras 4.19 e 4.20 abaixo:

1 2 3 4 5 6 7
319p_b!.-

Figura 4.19: Gel representativo, mostrando a amplificagdo de NcP1 em diferentes amostras de
DNA de flebotomineos. Algumas amostras possuem inser¢do no genoma e outras nao. 1)
Célula LL-5; 2) Célula Lulo; 3); L. longipalpis (Santarém) 4) L. migonei (Baturité); 5) L.
longipalpis (Serra da Tiririca); 6) L. longipalpis (Jacobina) e 7) Controle negativo.
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Figura 4.20: Gel representativo, mostrando a amplificacao de NcP1 em diferentes amostras de
cDNA de flebotomineos. 1) Célula LL-5; 2) Célula Lulo; 3); L. longipalpis (Santarém) 4) L.
migonei (Baturité); 5) L. longipalpis (Serra da Tiririca); 6) L. longipalpis (Jacobina) e 7) Controle

negativo.

Todas as amostras analisadas até o momento estdo na tabela 4.1, a seguir.

Tabela 4.1: Amostras de flebotomineos do Novo Mundo investigadas no projeto.

Espécies Local Estado/Pais
Lutzomyia longipalpis Santarém Para
Lutzomyia longipalpis Cameta Para
Lutzomyia longipalpis Palmas Tocantins
Lutzomyia longipalpis Jacobina Bahia
Lutzomyia longipalpis Cavungé Bahia
Lutzomyia longipalpis Jequié Bahia
Lutzomyia longipalpis Olindina Bahia
Lutzomyia longipalpis X Piaui
Lutzomyia longipalpis Bela Vista Piaui
Lutzomyia longipalpis ltamaraca Pernambuco
Lutzomyia longipalpis Sobral Ceara
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Lutzomyia longipalpis

Juazeiro do Norte

Ceara

Lutzomyia longipalpis

Nisia Floresta

Rio Grande do Norte

Lutzomyia longipalpis

Estrela das Alagoas

Alagoas

Lutzomyia longipalpis

Campo Grande

Mato Grosso

Lutzomyia longipalpis

Campo Grande

Mato Grosso

Lutzomyia longipalpis S. da Tiririca Rio de Janeiro
Lutzomyia longipalpis Pancas Espirito Santo
Lutzomyia longipalpis Lapinha Minas Gerais
Lutzomyia umbratilis Manacapuru Amazonas
Lutzomyia umbratilis Rio Preto da Eva Amazonas
Lutzomyia rorotaensis Manaus Amazonas
Lutzomyia reducta Manaus Amazonas
Lutzomyia flaviscutellata Manaus Amazonas
Lutzomyia sp. Manaus Amazonas
Lutzomyia davisi Manaus Amazonas
Lutzomyia ubiquitalis Manaus Amazonas
Lutzomyia anduzei Manaus Amazonas
Lutzomyia sericea Manaus Amazonas
Lutzomyia davisi Manaus Amazonas
Lutzomyia davisi Manaus Amazonas
Lutzomyia davisi Manaus Amazonas
Lutzomyia davisi Manaus Amazonas
Lutzomyia choti Paudalho Pernambuco
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Lutzomyia longispina Paudalho Pernambuco
Lutzomyia wellcomei Paudalho Pernambuco
Lutzomyia complexa Vicéncia Pernambuco
Lutzomyia evandroi Vicéncia Pernambuco
Lutzomyia lenti Passira Pernambuco
Lutzomyia migonei S. Vicente Férrer Pernambuco
Lutzomyia whitmani Amaraiji Pernambuco
Lutzomyia migonei Baturité Ceara
Lutzomyia cruzi Corumba Mato Grosso
Lutzomyia tupynambai S. da Tiririca Rio de Janeiro
Lutzomyia edwardesi Frei Bruno Santa Catarina

Lutzomyia edwardesi

Herval d’Oeste

Santa Catarina

Lutzomyia fischeri

Herval d’Oeste

Santa Catarina

Lutzomyia fischeri

Herval Velho

Santa Catarina

Lutzomyia fischeri

Brisas do Vale

Santa Catarina

Lutzomyia fischeri

Frei Bruno

Santa Catarina

Psatiromyia lanei

Lacerddpolis

Santa Catarina

Psatiromyia lanei

UNOESC

Santa Catarina

Martinsmyia alphabetica

Lacerdopolis

Santa Catarina

Lutzomyia longipalpis Puerto Iguazu Argentina
Lutzomyia whitmani Puerto Iguazu Argentina
Lutzomyia longipalpis Bogota Colémbia
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Figura 4.21: Mapa ilustrando locais de obtengao dos flebotomineos usados no projeto

Foi observado que algumas populagbes de uma mesma espécie, mas
de locais distintos, compartilhavam a mesma inser¢cdo no genoma, e outras
nao. Até o momento, somente a populagdo de L. longipalpis de Santarém
(Para), nao apresentou inser¢gao de NcP1, enquanto L. longipalpis coletados
em Cameta (Para), Palmas (Tocantins), Jacobina (Bahia), Cavungé (Bahia),
Jequié (Bahia), Olindina (Bahia), Bela Vista (Piaui), Iltamaraca (Pernambuco),
Sobral (Ceard), Nisia Floresta (Rio Grande do Norte), Estrela das Alagoas
(Alagoas), Campo Grande (Mato Grosso), Serra da Tiririca (Rio de Janeiro),
Pancas e Lapinha (Minas Gerais) apresentavam inser¢gao de NcP1. O mesmo
foi observado em amostras de L. umbratilis de Manacapuru e Rio Preto da Eva
(Amazonas), que se localizam ao Sul e ao Norte do Rio Negro,

respectivamente. L. umbratilis é vetor de leishmaniose no Norte da América do
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Sul, cujo agente etiolégico é Leishmania guyanensis. A regido Norte de Manaus
€ endémica para leishmaniose e a populagao de L. umbratilis da regido Sul de
Manaus é refrataria a infeccdo por leishmania (Soares, R.P et. al, 2018). A
populagdo de Manacapuru apresentou inser¢cdo de NcP1 e a de Rio Preto da
Eva n&o.

Curiosamente, nenhuma das demais amostras recebidas do estado do
Amazonas, as quais vieram de populacbes de Lutzomyia rorotaensis,
Lutzomyia reducta, Lutzomyia flaviscutellata, Lutzomyia davisi, Lutzomyia
ubiquitalis, Lutzomyia anduzei e Lutzomyia sericea, apresentaram insergéo de
NcP1. Ja as amostras de Lutzomyia davisi provenientes de Rondbnia, mas de
diferentes regides (Potosi, Santa Maria, Cachoeira e Barragem), todas
apresentaram insercao de NcP1. No estado de Pernambuco foi investigada
insercao de NcP1 com as amostras de Lutzomyia choti, Lutzomyia longispina,
Lutzomyia wellcomei, Lutzomyia complexa, Lutzomyia evandroi, Luztomyia
lenti, Lutzomyia migonei e Lutzomyia whitmani. Dessas populagbes, somente
Lutzomyia choti e Lutzomyia whitmani apresentaram insergdo de NcP1. A
maioria das amostras de Santa Catarina apresentaram inser¢gdo no genoma.
Curiosamente, em relacédo a Psatiromyia lanei e Martinsmyia alfabética, ambas
de Lacerddpolis, a primeira apresentou insergdo no genoma e a segunda nao.

Porém, apenas quatro amostras, até o momento, ndo apresentaram
transcritos, mesmo apresentando insercado de NcP1. Sdo populacdes de L.
umbratilis de Manacapuru (Amazonas), L. choti de Paudalho (Pernambuco), L.
whitmani de Amaraji (Pernambuco) e L. longipalpis de Puerto Iguazu
(Argentina).

Também recebemos, através de colaboragdes, amostras de células

embrionarias e flebotomineos do Velho Mundo (Tabela 5).
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Tabela 4.2: Amostras de flebotomineos do Velho Mundo, provenientes do insetario da Charles

University (Republica Tcheca), investigadas no projeto.

Espécies Proveniéncia

Phleobotomus arabicus Republica Tcheca (Insetario)
Phleobotomus argentipes Republica Tcheca (Insetario)
Phleobotomus papatasi Republica Tcheca (Insetario)
Phleobotomus sergenti Republica Tcheca (Insetario)
Sergentomyia schwetzi Republica Tcheca (Insetario)

Todas as amostras foram inicialmente submetidas a uma reagao de PCR

com uso de oligonucleotideos para o gene constitutivo Histona (Figura 4.22).

500pb

Figura 4.22: Amplificacdo da sequéncia de Histona em diferentes amostras de flebotomineos
do Velho Mundo. 1) Célula embrionaria de P. papatasi PP-9; 2) P. arabicus ¥; 3); P. arabicus
d; 4) P. argentipes Q; 5) P. argentipes &3; 6) P. papatasi Q; 7) P. papatasi 3; 8) P. sergenti @; 9)
P. sergenti &; 10) S. schwetzi 9; 11) S. schwetzi &'; 12) Controle negativo.

Este oligonucleotideo foi desenhado para amostras de L. longipalpis, € a
falta de especificidade possivelmente explicaria o porqué de cada amplificacéo
ter apresentado diversas bandas.

Através de PCR, foi possivel observar que em nenhuma das amostras
do Velho Mundo foi identificada a inser¢ao de NcP1 (Figura 4.23) e tampouco

sua transcrig¢ao.
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Figura 4.23: Amplificagdo de NcP1 em diferentes amostras de DNA de flebotomineos do Velho
Mundo. 1) Célula embrionaria de P. papatasi PP-9; 2) P. arabicus Q; 3); P. arabicus &; 4) P.
argentipes @; 5) P. argentipes J; 6) P. papatasi Q; 7) P. papatasi &; 8) P. sergenti Q; 9) P.
sergenti 3; 10) S. schwetzi Q; 11) S. schwetzi &'; 12) LL-5 e 13) Controle negativo.

Todos os resultados apresentados acima referentes a NcP1 em

flebotomineos do Velho e Novo Mundo estido resumidos na Tabela 4.3 abaixo:

Tabela 4.3: Resultado insercéo e transcritos de NcP1 em amostras de flebotomineos

do Novo Mundo.

Espécies Local Estado/Pais
Lutzomyia longipalpis | Santarém Para
Lutzomyia longipalpis | Cameta Para
Lutzomyia longipalpis | Palmas Tocantins
Lutzomyia longipalpis | Jacobina Bahia
Lutzomyia longipalpis | Cavungé Bahia
Lutzomyia longipalpis | Jequié Bahia
Lutzomyia longipalpis | Olindina Bahia
Lutzomyia longipalpis | X Piaui
Lutzomyia longipalpis | Bela Vista Piaui
Lutzomyia longipalpis | ltamaraca Pernambuco
Lutzomyia longipalpis | Sobral Ceara
Lutzomyia longipalpis | Juazeiro do Norte Ceara




Lutzomyia longipalpis

Nizia Floresta

Rio G. do Norte

Lutzomyia longipalpis

Estrela das Alagoas

Alagoas

Lutzomyia longipalpis

Campo Grande

Mato Grosso

Lutzomyia longipalpis

Campo Grande

Mato Grosso

Lutzomyia longipalpis | S. da Tiririca Rio de Janeiro
Lutzomyia longipalpis | Pancas Espirito Santo
Lutzomyia longipalpis | Lapinha Minas Gerais
Lutzomyia umbratilis | Manacapuru Amazonas
Lutzomyia umbratilis | Rio Preto da Eva Amazonas
Lutzomyia rorotaensis | Manaus Amazonas
Lutzomyia reducta Manaus Amazonas
Lutzomyia Manaus Amazonas
flaviscutellata

Lutzomyia sp. Manaus Amazonas
Lutzomyia davisi Manaus Amazonas
Lutzomyia ubiquitalis | Manaus Amazonas
Lutzomyia anduzei Manaus Amazonas
Lutzomyia sericea Manaus Amazonas
Lutzomyia davisi Potosi Rondonia
Lutzomyia davisi Santa Maria Rondonia
Lutzomyia davisi Cachoeira Rondénia
Lutzomyia davisi Barragem Rondénia
Lutzomyia choti Paudalho Pernambuco
Lutzomyia longispina | Paudalho Pernambuco
Lutzomyia wellcomei | Paudalho Pernambuco

59




Lutzomyia complexa | Vicéncia Pernambuco
Lutzomyia evandroi Vicéncia Pernambuco
Lutzomyia lenti Passira Pernambuco
Lutzomyia migonei S. Vicente Férrer Pernambuco
Lutzomyia whitmani Amaraiji Pernambuco
Migonemyia migonei | Baturité Ceara
Lutzomyia cruzi Corumba Mato Grosso
Lutzomyia tupynambai | S. da Tiririca Rio de Janeiro
Lutzomyia edwardesi | Frei Bruno Santa Catarina

Lutzomyia edwardesi

Herval d’Oeste

Santa Catarina

Lutzomyia fischeri

Herval d’Oeste

Santa Catarina

Lutzomyia fischeri

Herval Velho

Santa Catarina

Lutzomyia fischeri

Brisas do Vale

Santa Catarina

Lutzomyia fischeri

Frei Bruno

Santa Catarina

Psatiromyia lanei

Lacerdopolis

Santa Catarina

Psatiromyia lanei

UNOESC

Santa Catarina

Martinsmyia Lacerddpolis Santa Catarina
alphabetica

Lutzomyia longipalpis | Puerto Iguazu Argentina
Lutzomyia whitmani Puerto Iguazu Argentina
Lutzomyia longipalpis | Bogota Colébmbia

Em verde: positivo para insergao/transcricdo de NcP1;

Em vermelho: negativo para insergao/transcricao de NcP1;

ND: néo detectado (ndo houve resultado. Ex.: problemas na extragdo, ou ndo recebimento de
ambas as amostras etc).

Foi investigada também a insergédo e transcricdo das demais EREs de
Nucleocapsideo, NcP2 e NcP3, em algumas amostras de flebotomineos

investigadas no trabalho. Para tal, foi desenvolvida uma técnica de PCR
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multiplex, onde €& possivel amplificar diferentes produtos em uma mesma
reacao, usando diferentes oligonucleotideos. Isso demanda menos tempo para
a obtengao dos resultados e menos gastos de reagentes. Foram selecionadas
algumas amostras, como células LL-5 e Lulo, L. longipalpis de Jacobina da
colénia do laboratério, L. longipalpis de Lapinha e Colémbia, que s&o
populagdes que requerem mais investigagao, por serem as unicas amostras de
insetos adultos a apresentarem inser¢coes da sequéncia da RNA Polimerase.
Além dessas, também foi escolhida a amostra de L. longipalpis de Serra da
Tiririca, do Rio de Janeiro. Outras duas amostras (Psathiromy sp. de Manaus e
L. migonei de Recife) que haviam sido recebidas logo antes da analise
entraram também na PCR multiplex. O controle positivo usado foi DNA de

células LL-5. As figuras 4.24 e 4.25 mostram alguns desses resultados.

NcP1
NcP3
NcP2

Figura 4.24: Amplificacdo por PCR multiplex das sequéncias de NcP1, NcP2 e NcP3 a partir
de DNA. Amostras de DNA: 1) L. longipalpis (Campo Grande); 2) L. longipalpis (Piaui); 3)
Psathiromy sp. (Manaus); 4) L. migonei (Recife); 5) LL-5 e 6) Controle negativo.

NcP1
NcP3
NcP2

Figura 4.25: Amplificagdo por PCR multiplex das sequéncias de NcP1, NcP2 e NcP3 a partir
de cDNA. Amostras de cDNA: 1) L. longipalpis (Campo Grande); 2) L. longipalpis (Piaui); 3)
Psathiromy sp. (Manaus); 4) L. migonei (Recife); 5) LL-5 e 6) Controle negativo.
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A tabela a seguir, elucida os resultados referentes a insercédo e

transcritos de NcP2 e NcP3 realizadas até o momento:

Tabela 4.4: Resultado insercdo e transcritos de NcP2 e NcP3 em amostras de

flebotomineos do Novo Mundo.

Amostras NcP1 |NcP1 |NcP2 |[NcP2 NcP3 NcP3
DNA |cDNA |DNA cDNA |DNA cDNA

LL-5

Lulo

L. longipalpis Jacobina

L. longipalpis Lapinha

L. longipalpis
Colémbia
L. longipalpis
Santarém

L. longipalpis Piaui

L. longipalpis S. da

Tiririca

L.  longipalpis  C.

Grande

Psathiromy Manaus

L. migonei Recife

Em verde: positivo para insergao/transcrigdo de NcP2 e NcP3

Em vermelho:negativo para inserg¢ao e transcrigdo de NcP2 e NcP3

4.3 Resultados prévios da RNA Polimerase
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Assim como com as sequéncias de Nucleocapsideo, foi realizado um
alinhamento das sequéncias de RNA polimerase, denominadas Pol1, Pol2 e
Pol3. Apds a tradugao das mesmas, o alinhamento foi feito contra sequéncias
de proteinas de RNA polimerase de outros Rhabdovirus (Figura 4.26). O
resultado desse alinhamento sugeriu que poderiam ser sequéncias de um
mesmo gene de RNA polimerase de Rhabdovirus, uma vez que elas alinhavam
em regides diferentes. As nossas sequéncias estdo marcadas pelo retangulo
vermelho. Através de analise filogenética, pode-se observar que a nossa
sequéncia da RNA Polimerase, apresentava um ancestral em comum distante
com dois virus da China, onde foi possivel observar um processo de

especiacao através da ramificagcao na filogenia.

1090 1100 110 112

QVICTQYKVRQFKSEE- - -« ««««-«--
QVICTQYKVRQFKSDLEL IRHIRDITEN

...................... IKPLFPRFLSEFRAGT | YGAADSLLGLFQONSRT |H

JIKTLLLNVKDSDT I LLNWL IS IKPLFPRFLSEFRAGT | YGAADSLLGLFONSRTE

QVICTQYKTKQHRNE TELRSALTOMKLN
QVICTQYKTKQHRSE | ELRGALEQMKSN
QVICTQYKTKQHRTDHELRSALLQOQMKLN
QVICTQYKTKQFRNDTELRQALKQMAAN
QVICTQYKTKQHRNEEE LKMALNOMKAN
QVICTQYKTKKSRNDLELQSALNQMVLN
QVICTQYKTKKSRND | ELKAALTQMVSN
QVICTQYKLQKFRTEEELKTNITNI VAN
QVICTQYKTKKTRSELELRAVLHQMAGN
QVICTQYKTKKSRODTELRSALKQMVSN
QVICTQYKTKKSRNVVE LOGALNQMVSN
QVICTKYKIPSNLDVNAHAEELEKVFTN
QVICTKYKIPSNLDVNAHAEELEKVFAN
QV ICTQYKTKNYKNEEELKMLLSAMVDN
QVICTQYKLOKYRTDEELQDNIKNI VSN
QVICTQYKTKNYRNENELVCLLEQIKLN
QVVCTIYKLNYSPTLQDL IRNLENICRN

I VRDAVTY IHSEDEK IRSYLWS INPLFPRFLSEFKSGTFMGVASSVVSLFQONSRT I§
| VKDAVSY IHSEDENLRSFLWS INPLFPRFLSEFKSGTFMGVASSVVSLFQNSRT I§
I VKDAVSY IHTEDESLRNFLWS IDPLFPRFLSEFKSGTFMGVASSVVSLFQNSRT I §
I VKDAVYY IHSEDEKLRTFLWS | TPLFPRFLSEFKAGTFMGVASS | VSLFQNSRT I
I VKDAVSY IHSEDSPLRTFLWS INPLFPRFLSEFKSGTFMGVAASVVSLFQNSRT I§
/IKDAT | YLYHEEDKLRSFLWS INPLFPRFLSEFKSGTFLGVADDL I SLFQNSRT I§
IVRDAT | YLHHEEDKLRSFLWS | TPLFPRFLSEFKSGTF IGVADGL I SLFQNSRT I
- IRGALDYHKREEDSLYAFLFSINPLFPRFVSEYKSATFLGITESLIELFQNSRT IH
| IKDAT | YMHQEEEKLRGFLWS IRPLFPRFLSEFKAGTFLGVSEGL INLFONSRT 1§
| IRDAT | YLHHEEDTLRSFLWS INPLFPRFLSEFKSGTFLGVADGL | SLFONSRT I §
/1IKDAT | YLYHEEDRLRSFLWS INPLFPRFLSEFKSGTFLGVADGL | SLFQNSRT I §
| VRESLRYQNAQE AN IKNFLLSVRPLFPRFLSEFYSATFIGI TEGVLGLFQNSRT I§
IVRESLRYQNAQE AN IKNFLLSVRPLFPRFLSEFYSATFIGITEGILGLFQNSRT I
| IREAAEYLGQEEESLNEFLWD IEPFFPRFLSEFRSSTFVGVTDSL I GLFQNSKT I§
-IRGALDYHKREEDSLYAFLFSISPLFPRFISEYKSATFLGITESLIELFQNSRT I
| VRDAVTH | HQDDEDMRNF LWS | EPLFPRFLSEFKSGSFMGVATSVVSLFQNSRT I §
/ISHALDYLNHEEEKLMGFLGS IKPLFPRFLSEFRASTFVGIVOGLVGLFONSRT I

Figura 4.26: Blastp com as sequéncias da RNA Polimerase Pol1 e Pol2+Pol3 contra o banco
de dados de Rhabdovirus (output gerado pelo software Jailview). Nossas sequéncias estdo

marcadas em vermelho.
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Figura 4.27: Arvore filogenética com a sequéncia da RNA Polimerase e sequéncias de RNA

Polimerase de outros virus. Nossa sequéncia esta destacada pelo retangulo rosa.

Em células LL-5, o resultado obtido através de PCR, foi positivo para
amostras de cDNA (Figura 4.28). O DNA dessas células também foi usado e,
assim como com os de Nucleocapsideo, houve amplificagdo, sugerindo

também, inser¢ao no genoma dessas células (Figura 4.29).

A B C
| S——
207pb 200pb
203pb

Figura 4.28: Amplificacdo da sequéncia de polimerase a partir de DNA de células
LL-5. A) Primers Pol1; B) Primers Pol2 e C) Primers Pol3
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200pb

Figura 4.29: Amplificagcdo da sequéncia de RNA polimerase a partir de cDNA de
células LL-5: A) Primers Pol1; B) Primers Pol2 e C) Primers Pol3. Ao lado direito, os controles
negativos de cada primer

O alinhamento das sequéncias da RNA Polimerase (Pol1, Pol2 3 Pol3)
mostrou que as sequéncias Pol2 e Pol3 apresentavam uma sobreposicéo.
Portanto a partir dai consideramos as sequéncias Pol1 e Pol2+3. Entre essas

duas sequéncias, havia uma lacuna nao preenchida.

4.3.1 Resultados da RNA Polimerase

Como forma de tentar preencher a lacuna que havia entre as sequéncias
(Pol1 e Pol2+3), foram realizadas PCRs com diferentes combinagcbes dos
oligonucleotideos que haviam sido desenhados para essas sequéncias. Uma
dessas combinagdes gerou uma banda de ~1000 pares de base, que foi

sequenciada (Figura 4.30).

1000pb

Figura 4.30: PCR realizada com a combinagédo dos oligonucletideos Pol1 e Pol2. A

amostra utilizada foi DNA de células LL-5. 1) DNALL-5 e 2) Controle negativo

A sequéncia gerada por essa combinagdo de oligonucleotideos foi
alinhada com as demais sequéncias (Pol1 e Pol2+3), e preencheu a lacuna
que havia entre as mesmas (Figura 4.31). Portanto, o que antes eram duas
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sequéncias, neste momento era uma sequéncia unica e linear, de pouco mais

de 1600 pares de base.

= =

t

431pb FRAGMENTO CLONADO 386pb
(Pol2+3) 830pb (Pol1)

& & @

Figura 4.31: Representagdo esquematica da localizacdo do fragmento clonado em
alinhamento com as demais sequéncias da Polimerase. Fragmento de 1647 pares de base.

Em paralelo com essas anadlises, foram realizadas PCRs para
identificacdo da sequéncia da RNA Polimerase em amostras de DNA e cDNA
de flebotomineos de diferentes regides, assim como foram realizadas com as
sequéncias de Nucleocapsideo. Porém, curiosamente, nao foi identificada sua

presenca em nenhuma das amostras, apenas em células LL-5 (Figura 4.32).

12348586 789101TH1213141516 17 18

207pb

Figura 4.32: PCR representativa com primer Pol1 da Polimerase com amostras de DNA de
flebotomineos. 1 — L. longipalpis (Santarém); 2 — L. longipalpis (Jacobina); 3 — L. longipalpis
(Campo Grande); e 4 — L. longipalpis (Pancas), para o gene alvo Pol1a; 5 — L. longipalpis
(Santarém); 6 — L. longipalpis (Jacobina); 7 — L. longipalpis (Campo Grande); e 8 — L.
longipalpis (Pancas), para o gene alvo Pol1b; 9 — L. longipalpis (Santarém); 10 — L. longipalpis
(Jacobina); 11 — L. longipalpis (Campo Grande); e 12 — L. longipalpis (Pancas), para o gene
alvo Pol2; 13 — L. longipalpis (Santarém); 14 — L. longipalpis Jacobina); 15 — L. longipalpis
(Campo Grande); e 16 — L. longipalpis (Pancas), para o gene alvo Pol3; 17 — Controle positivo:
DNA LL5; 18 — Controle negativo.

Nao foi possivel fazer a identificagcdo dessa sequéncia no genoma de L.
longipalpis e nem delimitar as regides flanqueadoras, uma vez que o genoma
anotado no banco de dados VectorBase é de insetos de Jacobina (Bahia) e
essa populacdo nao compartilha da inser¢cdo. Portanto, para continuar a

identificagdo da sequéncia nucleotidica inserida no genoma de células LL-5,

para saber a real extensdo desse fragmento e, se seria um gene inteiro,
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optamos por utilizar a técnica de PCR inversa, técnica realizada para amplificar
regides desconhecidas do genoma, que flanqueiam uma sequéncia ja
conhecida. E realizada através de: digestdo enzimatica com enzimas de
restricdo especificas previamente selecionadas através de um mapa de
restricio (Figura 4.33). Foi usado o Software Restriction Analyzer
(Molbiotools).

Xbal 19

1@1 T

CAAAGTAATGGGTCAATTCCTGGGTTATCCCAATCTCATCGCCAGGH
ATTACCCAGTTAACG, GETTAGAG

AAATACATTGGTCAAAGTACTAGCACAAGH

ACAATCAGGTGAT 429

Dral 428 EcoRV 264
AAATCCGATCTAGAGTTGAT TATCACGGAGAACA
AGGCTAGATCTCAAC TAGTGCCTCTTGT

421

GCAATTATTATGGAA

CAAATC ©28
G

o
=)

1 CAGAGGG
GT

CCCTCCAGTCTGCGGA

Figura 4.33: Primeira etapa da técnica de PCR inversa. Mapa de restricdo para identificacéo
das enzimas a serem usadas e desenho dos oligonucleotideos. Hindlll foi uma das enzimas

usadas no experimento. Seu sitio de restrigdo esta marcado pelo quadrado azul.

O DNA é entao digerido (Figura 4.34) e logo apods, diluido para
favorecer o autoanelamento e impedir que ocorram concatdmeros, e as
extremidades digeridas sao ligadas com a enzima T4 DNA ligase. Em seguida

este material ligado € amplificado por PCR, gerando produtos que,

posteriormente, serdo clonados e sequenciados (Figura 4.36).
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Figura 4.34: Segunda etapa da técnica de PCR inversa. DNA de células LL-5 digerido com a

enzima Hindlll. 1) DNA de LL-5 sem digerir e 2) Digestao enziméatica

S00pb

Figura 4.35: PCR com DNA de LL-5 digerido e ligado. 1) Produto a ser clonado e sequenciado

2) Controle negativo da reagéo

O uso da técnica permitiu identificar, inicialmente, 900 pares de base

para a regiao 5. O alinhamento da sequéncia esta na figura 4.36 abaixo:
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Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
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Figura 4.36: Blastp sequéncia Polimerase obtida através da PCR inversa (regiao 5)

A partir do resultado obtido pela PCR inversa (Figura 4.36), a sequéncia
da RNA Polimerase apresenta 2554 pares de base de extensdo, o que
corresponde a aproximadamente metade do gene da RNA Polimerase de
Rhabdovirus.

Para identificar a sequéncia na regido 3’ do fragmento conhecido, a
mesma técnica foi realizada. Entretanto, apés o sequenciamento foi visto que

os fragmentos obtidos eram artefatos (Figuras 4.37 e 4.38).
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Figura 4.37: Amplificagcbes obtidas da PCR inversa para a regidao 3’. Enzimas: 1) Clal, 2) Ndel

e 3) Bglll
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Figura 4.38: Alinhamento do resultado obtido da PCR inversa para a regido 3’ do fragmento
conhecido, através da ferramenta BLAST. A e B) Clal e C e D) Bglll. O resultado obtido pela

enzima Ndel ndo apresentou quaisquer similaridades.

Para dar continuidade ao projeto, estamos desenhando um novo par de
oligonucleotideos para as regides 5’ e 3'.

Uma vez que a inser¢cado do fragmento do gene de polimerase foi vista
apenas em células LL-5, e estas foram obtidas de L. longipalpis coletadas na
Gruta de Lapinha, no estado de Minas Gerais (Tesh, 1983), investigamos a
presenca deste inserto nestes insetos. A hipotese era baseada, portanto, na
possibilidade de que essa insercao da sequéncia da RNA Polimerase pudesse
estar restrita a essa populacao de flebotomineos de Minas Gerais. Quando
insetos provenientes de Lapinha foram testados, houve amplificagdo nas
amostras de DNA, o que indicava insercdo do fragmento do gene de RNA
polimerase no genoma desses flebotomineos. Além disso, estes insetos

também transcreviam esse fragmento (Figura 4.39).
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Figura 4.39: Amplificacdo de Pol1 em amostras de DNA e cDNA de flebotomineos de Lapinha;
1 — DNA L. longipalpis Lapinha; 2 — Controle negativo; 3 — cDNA L. longipalpis Lapinha; 4 —
Controle negativo.

A investigagdo da insercdo desse gene, também foi realizada nas
células Lulo, que sado, assim como LL-5, uma linhagem embrionaria de L.
longipalpis, mas obtidas de flebotomineos da Colémbia (Rey, 2000), e estas

células também apresentaram inser¢ao no genoma e transcrito (Figura 4.40).

207DEI 207'

Figura 4.40: PCR com oligonucleotideo Pol1 com amostras de DNA (A) e cDNA (B) de células

Lulo, sendo 2) controle negativo de cada reagéo

Seguindo o mesmo raciocinio entre LL-5 e Lapinha, investigamos a
presenca desse fragmento da RNA Polimerase em insetos da mesma
proveniéncia dessas células. Amostras de L. longipalpis da Colémbia foram
obtidas e foi visto que também apresentavam insercdo e transcricdo do

fragmento do gene da RNA polimerase de Rhabdovirus (Figura 4.41).
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Figura 4.41: A) PCR com oligonucleotideo Pol1 em amostras de DNA (A) e cDNA (B) de
L. longipalpis da Colbmbia

4.4 Andlise de expressao génica de NcP2 em L. longipalpis do Piaui
infectados por VSV.

Insergdes virais podem desempenhar papéis importantes na imunidade
de seus hospedeiros, como a resisténcia a infec¢des virais, processo este
conhecido por exaptacgao (Fort et. al, 2012).

Ferreira e colaboradores, 2018, analisaram o perfil de expressédo de
mMiRNAs em flebotomineos apds infec¢cao pelo Virus da Estomatite Vesicular
(VSV). Nao houve producdo de RNAs Piwi (PiRNA) que, em mosquitos, sdo
ativados em infecgdes virais.

Em experimentos anteriores ja haviamos identificado a presenca e
transcricdo de NcP2 em L. longipalpis provenientes do Piaui (ver figura 4.25).
Recebemos amostras de cDNA de pools desses flebotomineos infectados e
nao infectados pelo Virus da Estomatite Vesicular em diferentes horarios pos
alimentacao.

Por isso, para saber se havia alguma modulagdo nos transcritos de
NcP2, induzida pela infeccdo por VSV, foi empregada a técnica de PCR
quantitativa (descrita com mais detalhes na se¢cao de materiais e métodos)
(Figura 4.42).
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Figura 4.42: PCR quantitativa do gene NcP2 em fémeas de L. longipalpis em 1, 2 e 4 dias
apos alimentagdo sanguinea. Rosa: sangue + VSV / cinza: controle (sangue). A amostra

controle de 4 dias nao amplificou (ND: n&o detectavel).

Este resultado mostrou que ndo houve diferenca de expressao de NcP2

nos flebotomineos infectados, comparados ao controle.

4.5 ldentificagdao de possiveis tradugoes das sequéncias rhabdovirais
transcritas

Uma vez que existem evidéncias anteriores na literatura, sobre a
producao de proteinas funcionais a partir de inser¢des gendmicas de virus de
RNAs nao retrovirais (Fujino et al., 2014), levantou-se a possibilidade de haver
tradugdo das sequéncias transcritas a partir dos EREs presentes no genoma
de flebotomineos. Para responder essa hipotese, como perspectiva futura sera

usada a técnica de western blot.
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V. DISCUSSAO

O desenvolvimento e o barateamento das técnicas de sequenciamento
de acidos nucleicos revelou que eucariotos de diferentes filos apresentavam
sequéncias de origem viral inseridas em seus genomas. Essas sequéncias,
parciais ou totais, de genes virais sdo conhecidas como Elementos Virais
Endogenos (EVEs). Como era de se esperar a maior parte dos EVEs tém
origem retroviral. Esses elementos retrovirais enddgenos (ERVESs)
correspondem a cerca de 8% de todo DNA humano (Jern, P. et al., 2008). Mas
as sequéncias virais derivadas de retrovirus ndo sao as unicas que estao
presentes nos diversos genomas estudados. Em 2011, Horie e colaboradores
identificaram a presenca de sequéncias que codificavam para uma proteina
homologa de nucleoproteina de Bornavirus em diferentes mamiferos, incluindo
o homem, macacos, roedores e elefantes. Esses elementos bornavirais
endégenos (EBVEs) podem se apresentar como ORFs totais ou parciais,
sendo que varios deles sao transcritos. O interessante a respeito desse achado
é o fato que Bornavirus s&o virus de RNA fita simples negativa, cujo genoma
nunca se apresenta como DNA durante o seu processo replicativo.

A presenca de EVEs néo retrovirais foi identificada em diversos outros
organismos. Sequéncias de Totivirus, cujo genoma é formado por RNA de
dupla fita, foram encontradas integradas ao genoma dos fungos Candida
parapsilosis, Penicillium marneffei and Uromyces appendiculatus. Além de
integrados esses elementos totivirais também estavam sendo transcritos. Fort
e colaboradores, 2012, identificaram mais de 180 sequéncias de Rhabdovirus
no genoma de diferentes animais (insetos, aracnideos, piolho do mar, tragas
etc), mas principalmente em Aedes aegypti e Ixodes scapularis. Foram
encontradas sequéncias codificantes para nucleoproteinas, glicoproteinas e
RNA polimerase dependente de RNA. Os genomas de artropodes contém
sequéncias derivadas de integragbes de virus de DNA e RNA n&o retrovirais.
Esses EVEs foram adquiridos ao longo da evolugao e servem como um registro
de infecgbes virais anteriores. O papel dos EVEs tem sido alvo de
especulagcbes e a maioria das evidéncias aponta para sua participagcdo nos
mecanismos de defesa dos organismos. Evidéncias recentes indicam que os

EVEs podem funcionar como modelos para a biogénese de RNAs que
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interagem com PIWI (piRNAs). Piwi é uma abreviatura de P-
element Induced Wimpy em Drosophila. As proteinas Piwi sao proteinas de
ligacdo a RNA altamente conservadas presentes em diversos organismos.
Pertencem a familia Argonaute/Piwi, envolvidas em mecanismos de RNA de
interferéncia (Cox, DN. et al., 1998). Estudos tém demonstrado a participagao
de piRNAs derivados de EVEs na resposta imune antiviral inata em mosquitos
(Leger P. et al., 2012 e Varjak, M. et al., 2017).

Nossas sequéncias de Nucleocapsideo (NcP) e RNA Polimerase (Pol)
foram investigadas pelo bioinformata Eric Aguiar, do Departamento de
Bioquimica e Imunologia da Universidade Federal de Minas Gerais, em
bibliotecas de small RNAs de L. longipalpis. Todas as sequéncias foram
encontradas nestas bibliotecas. NcP1.1 apresentou perfil consistente com a
ativacao da via piRNA (acumulo de pequenos RNAs entre os tamanhos 23-29
nt) e NcP2 e Pol, perfil consistente com degradacdo (acumulo de pequenos
RNAs entre tamanhos 10-16nt). Assim, com excegédo de Pol que ndo esta no
genoma de L. longipalpis e ndo gera pequenos RNAs, os demais contigs
mostraram caracteristicas claras de Elementos Virais Enddégenos (EVES).

Ha trabalhos na literatura que descrevem a presenca de sequéncias de
familias virais que nao fazem retrotranscricdo, presentes no genoma de
mamiferos, plantas e até mesmo insetos. Nossos resultados também sugerem
um processo exaptativo, como descrito por Fort et al., 2012, pelo fato de
identificarmos uma inser¢gdo gendmica de sequéncias de virus de RNAs nao
retrovirais, que sao transcritas. Sabendo exatamente essa localizagao e por se
tratarem de trés sequéncias de Rhabdovirus distintas, nossa hipotese é
baseada na possibilidade de que tenha acontecido uma infeccdo viral ha
milhées de anos. Nesse caso, o RNA viral pode ser sido convertido em DNA
por acao de transcriptases reversas e, por agdo de retrotransposons, essas
sequéncias virais podem ter migrado para dentro dos introns desses genes.
Isto pode explicar como essas sequéncias sao transcritas e o porqué de nao
serem degradadas.

Os virus de RNA sao submetidos a taxas de substituicdo de
nucleotideos muito altas. Fort e colaboradores (2012) discutem que muitas

dessas insercbes podem estar presentes nos hospedeiros desde varios
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milhbes de anos, possivelmente desempenhando um papel funcional na
biologia do hospedeiro.

Nossos resultados podem sugerir que esses flebotomineos podem ter
sido submetidos a episddios infecciosos repetidos de Rhabdovirus durante sua
histéria de evolugdo, o que levou ao acumulo de diferentes sequéncias
integradas. Também sugerem que, assim como 0s retrovirus, as sequéncias
rhabdovirais integradas podem, de alguma forma, atuar na imunidade antiviral
dos hospedeiros. Como provavelmente essas insergbes sdo antigas e estédo
sendo mantidas, além de estarem sendo transcritas, podem trazer beneficios
para esses insetos. O processo exaptativo, proposto por Fort et. al, 2012,
suporta esta hipotese. Um exemplo de processo exaptativo, € a resisténcia as
infeccbes virais. Essas inser¢gdes podem ser transcritas e até traduzidas e
essas moléculas podem atuar frente a infecgdes virais (Fujino et al., 2014).

Em uma andlise inicial, observou-se que nao houve modulagdo dos
transcritos de NcP2 em L. longipalpis infectados por VSV (ver Fig. 4.42). No
tempo de dois dias apds alimentagcdo sanguinea, houve um aumento da
expressdo de NcP2 em ambos os grupos (com e sem VSV), que pode, de
alguma forma, ter sido estimulado pela alimentagcdo. Mais analises s&o
necessarias para comprovar e discutir se esses transcritos estdo envolvidos

com imunidade antiviral nesses flebotomineos.
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VI CONCLUSOES

A maioria dos flebotomineos investigados no trabalho apresentam

insercdes rhabdovirais (NcP1, NcP2 e NcP3) no genoma;

e A maioria apresenta transcritos referentes a essas insergbes genémicas;

e A manutengdo dessas sequéncias no genoma desses insetos e a

transcricdo das mesmas pode representar um processo exaptativo;

e Essas inser¢des rhabdovirais podem ter sido preservadas pelo fato de

estarem inseridas em introns de genes de L. longipalpis;

e Infeccdo com o VSV aparentemente ndo modula a expressao desses

transcritos;

e As analises sugerem que ha a presenga de piRNAs relativos as nossas
EREs. Essas moléculas podem estar envolvidas em respostas imunes

nesses insetos.
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