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RESUMO

O virus Zika (ZIKV) é considerado um arbovirus emergente, pertencente a familia Flaviviridae
e ao género Flavivirus. Est associado ao aumento da ocorréncia de complica¢Ges neurol6gicas
e autoimunes, como a sindrome de Guillain-Barré, e a Sindrome Congénita do Zika. Apresenta
RNA gendmico de cadeia simples positivo, que codifica uma poliproteina que é clivada em trés
proteinas estruturais, do capsideo (C), precursora da membrana (prM) e do envelope (E), e em
sete proteinas ndo estruturais, NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5. Conhecidamente,
a proteina nao-estrutural 5 desempenha importante papel na replicacdo do RNA viral e na
inibicdo da resposta imune inata, além de apresentar-se de forma compartimentalizada no
nucleo, seus mecanismos e interacdes ainda nao estdo totalmente compreendidos. Portanto, da-
se a devida importancia em validar a investigacao acerca da distribuicdo intracelular bem como
a interacdo das proteinas virais em células infectadas, buscando assim entender os mecanismos
replicativos do ZIKV e a compartimentalizacdo da NS5. Foi observado que a localizagdo da
proteina NS5 esta presente na fracdo nuclear da célula, e que elas interagem com proteinas
envolvidas no processamento de RNA, transcricdo, traducdo, transporte de proteinas, ciclo
celular, imunidade e enzimas metabdlicas. Portanto, sdo necessarios mais estudos para elucidar
a fungé@o desses novos alvos da NS5 durante a infeccdo. Sendo assim, este trabalho revelou
aspectos relacionados a funcéo e localizacao desta proteina em células embrionarias.

Palavras-chaves: Arbovirus. Virus zika. Ultraestrutura. Mapas de Interacdo de Proteinas.
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protein 5 (NS5) of the Zika virus in HEK293T cells. 2020. Dissertation (Master in
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ABSTRACT

Zika virus (ZIKV) is an emergent arbovirus which belongs to the family Flaviviridae and to the
genus Flavivirus. It is associated with an increase in the occurrence of neurological and
autoimmune complications, such as Guillain-Barré syndrome, and Zika Congenital Syndrome.
It has positive single-stranded genomic RNA, which encodes a polyprotein that is cleaved into
three structural proteins, capsid (C), membrane precursor (prM) and envelope (E), and seven
non-structural proteins, NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B and NS5. The Non-structural
protein 5 plays an important role in the replication of viral RNA and inhibition of the innate
immune response, besides being compartmentalized in the nucleus, their mechanisms and
interactions are still not fully understood. Therefore, it is necessary to validate the investigation
about the intracellular distribution as well as the interaction of the viral proteins in infected cells
and consequently facilitating the understanding of the replicative mechanisms of ZIKV and the
compartmentalization of NS5. It was observed that the location of the NS5 protein is present in
the nuclear fraction of the cell and that they interact with proteins involved in RNA processing,
transcription, translation, protein transport, cell cycle, immunity and metabolic enzymes.
Therefore, further studies are needed to elucidate the function of these new NS5 targets during
infection. Therefore, this work revealed aspects related to the function and location of this
protein in embryonic cells.

Key words: Arbovirus. Zika virus. Ultrastructure. Protein Interaction Maps
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1 INTRODUCAO

O virus Zika (ZIKV) foi recentemente introduzido no Brasil ocasionando uma doenca
viral aguda apresentando os principais sintomas como febre, artralgia e exantema, sua
circulacdo estd diretamente associada ao aumento dos numeros de casos de microcefalia e de
manifestacdes neuroldgicas em epidemias ocorridas na América Latina. A sua rapida expansao
é devido a eficacia da disseminacdo e da transmissdo do seu principal vetor, 0 mosquito Aedes
aegypti (I100S et al., 2014; LINDENBACH; RICE, 2007).

O ZIKYV foi inicialmente isolado em abril de 1947 a partir do soro de um macaco rhesus
(Macaca mulatta), localizado na Floresta Zika em Uganda (DICK et al., 1952). Durante décadas
foram observadas infecgbes esporadicas em humanos na Africa e na Asia, até que em 2007
ocorreu uma epidemia de febre de Zika na ilha de Yap, Micronésia (DUFFY et al., 2009;
LANCIOTTI et al., 2008). Em 2013, houve o relato de uma grande epidemia na Polinésia
Francesa. Entdo a partir disso, 0 ZIKV tem sido considerado emergente, incluindo atualmente
varias areas com alto risco de infeccdo (CAO-LORMEAU et al., 2014; 100S et al., 2014). No
Brasil, a epidemia foi descrita no inicio de 2015, onde foram observados pacientes com sinais
clinicos como artralgia, edema de extremidades, febre leve, erupcdes maculopapulares, dores
de cabeca, dor retro orbitaria, conjuntivite purulenta, vertigem, mialgia e disturbios digestivos
(CAMPOS et al., 2015; ZANLUCA et al., 2015). Em 2016 foram confirmados 211.770 casos
de infeccdo por Zika no territorio Brasileiro, com uma incidéncia de 103,6 por 100 mil
habitantes, j& em 2018 houve uma diminuigdo acentuada, sendo observado 7.544 de casos
provaveis (BRASIL, 2017, 2018a).

Sua infeccdo também foi associada ao aumento da ocorréncia de complicacbes
neurologicas e autoimunes, tais como a sindrome de Guillain-Barré (CAO-LORMEAU et al.,
2016; ROSARIO et al., 2016). Posteriormente, estudos demonstraram que o ZIKV esta
associado a Sindrome Congénita do Zika, a qual apresenta uma gama de malformacdes
congénitas com amplo espectro clinico, incluindo a microcefalia, ventriculomegalia,
calcificacdes, hipoplasia cerebelar e artrogripose (BRASIL et al., 2016; MELO et al., 2016).

O ciclo de transmissdo natural envolve alguns vetores do género Aedes, como A.
furcifer, A. taylori, A. luteocephalus, A. africanus e A. aegypti. Os macacos (HAYES, 2009;
MARCHETTE et al., 1969) e os seres humanos sdo 0s principais hospedeiros desse virus. A
transmissdo pode ocorrer através da picada do vetor artropode, mas também pode ocorrer
através da transmissdo sexual, vertical e por transfusdes de sangue (DRIGGERS et al., 2016;
FOY etal., 2011; MUSSO et al., 2015).
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O virus Zika é considerado um arbovirus emergente, pertencente a familia Flaviviridae
e ao género Flavivirus. Apresenta semelhangas com outros membros do género, por possuir
RNA gendmico de cadeia simples positivo, que codifica uma poliproteina que é clivada em trés
proteinas estruturais, do capsideo (C), precursora da membrana (prM) e do envelope (E), e em
sete proteinas ndo estruturais, NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (ACOSTA et al.,
2014; KUNO et al., 1998). Comumente, o ciclo de replicacdo dos virus da familia Flaviviridae
ocorre exclusivamente no citoplasma celular (WESTAWAY et al., 1985). De fato, diversos
achados da literatura relatam particulas virais maduras em sua maioria no lado externo da
membrana nuclear, no aparelho de Golgi, dispersos como inclusdo em todo o citoplasma, na
superficie e nos espacos extracelulares de células infectadas (CARDIFF et al., 1973; CARDIFF;
LUND, 1976; GOULD et al., 1985). No entanto, uma pequena proporc¢do do ciclo replicativo
dos virus Oeste do Nilo, Dengue, virus da encefalite Japonesa e do virus Zika foi documentada
apresentando-se de forma compartimentalizada no ndcleo celular, tal achado se baseia na
localizacdo de complexos antigénicos da proteina ndo-estrutural 5 (NS5) no nucleo
(BUCKLEY; GOULD, 1988; HERTZOG et al., 2018; UCHIL et al., 2006). Interessantemente,
até o momento poucos estudos relataram a presenca de antigenos virais especificos nos nicleos
de células de vertebrados e invertebrados infectados com o virus Zika (BUCKLEY; GOULD,
1988; HERTZOG et al., 2018; KUMAR et al., 2013; PRYOR et al., 2007), estes achados
indicam que a localizacdo nuclear e a compartimentalizacdo da NS5 pode desempenhar um
papel importante na regulacdo do processamento do gene nas células hospedeiras (HOU et al.,
2017).

Como o maior componente proteico dentro do complexo de replicacdo do ZIKV, o NS5
desempenha papéis importantes no ciclo de vida e sobrevivéncia do virus através dos seus
dominios N-terminal metiltransferase (MTase) e C-terminal RNA-polimerase dependente de
RNA (RdRp) (DUAN et al., 2017). Ainda possui sinais funcionais de localizagdo nuclear
(NLSs), que desempenham o papel principal na translocagéo nuclear e na replicacdo de RNA
viral (BROOKS et al., 2002; FORWOOD et al., 1999; JOHANSSON et al., 2001; PRYOR et
al., 2007). Logo, ¢ considerada uma enzima multifuncional que desempenha importante papel
na replicacdo do RNA viral e na inibicdo da resposta imune inata. Nos seres humanos, ela
antagoniza a resposta do interferon do tipo 1 (IFN-1), promovendo a degradagéo proteossomal
do STAT2 (GRANT etal., 2016; KUMAR et al., 2016). Além da deple¢cdo de STAT2, também
ha o bloqueio da fosforilacdo de STAT1(HERTZOG et al., 2018). A STAT1 é uma proteina
citoplasmatica que ativa a sinalizacdo do Interferon do tipo | (SILVENNOINEN et al., 1993).
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Portanto, estudos que busquem esclarecer os mecanismos de replicacdo em células
susceptiveis, sua distribuicdo intracelular bem como a interacdo das proteinas virais com
proteinas dos hospedeiros, sdo importantes para a melhor compreensao da neuropatogénese das
cepas de ZIKV nas atuais epidemias, além de contribuir para o desenvolvimento de potenciais
estratégias antivirais destinadas a atenuar a infeccao.

Com base nessa abordagem, o presente trabalho propds analisar a expressdo e
localizacdo da proteina ndo-estrutural 5 (NS5) do virus Zika em células HEK293T, e
caracterizar o perfil de interacdo entre a NS5 com proteinas da célula hospedeira, o que poderia
explicar a capacidade do virus de se replicar, de inibir a resposta imune inata, e de sua interacdo

com fatores de transcri¢Ges e proteinas no nucleo.
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2 REFERENCIAL TEORICO CONCEITUAL

Este topico apresenta o levantamento tedrico sobre os temas abordados no decorrer do
trabalho: Historia e epidemiologia do ZIKV, ecologia e transmissdo, manifestacdes clinicas,
estrutura e genoma viral, proteina ndo-estrutural 5, replicacao, resposta imune frente a infeccéo

por Zika e Patogenése.

2.1 Histdria e epidemiologia do ZIKV

O virus Zika foi isolado em 1947, a partir de um soro de macaco rhesus na floresta Zika,
na peninsula de Entebbe, em Uganda (llustracéo 1), durante a vigilancia no estudo do virus da
febre amarela (DICK et al., 1952). Chamado de MR-766, este isolado é a cepa prototipo
africana do ZIKV. Apesar da prevaléncia de anticorpos contra o virus em soros de macacos e
isolados virais em mosquitos Aedes africanus, ndo havia relato de doencas na populacédo de
Uganda (DICK, 1953; DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952).

Relatos de infec¢cbes em humanos foram documentados pela primeira vez em 1954,
durante um surto de ictericia na Nigéria, sendo confirmada pelo isolamento do virus e aumento
do titulo de anticorpos séricos destes pacientes (MACNAMARA, 1954). Até o inicio do século
XXI, poucos casos da doenca em humanos foram documentados em paises da Africa e da Asia
(HAYES, 2009), como Uganda (SIMPSON, 1964), Nigéria (FAGBAMI, 1979; MOORE et al.,
1975) e Indonésia (OLSON et al., 1981). Além disso, nesses casos a infeccdo pareceu
relativamente leve, autolimitada e ndo-letal (BEARCROFT, 1956).

Ilustracéo 1 - Areas endémicas do ZIKV.

Areas endémicas do ZIKV (passado e presente)

Primeiro surto do ZIKV, °
Micronésia, 2007
3 J

°

Primeiro surto

africano do ZIKV, Secundo surto do ZIKV, .
Cabo Verde, Polinésia Francesa, ~ Primeiro surto
2015-2016 Descobrimento do ZIKV,  Primeiro surto asiatico do ZIKV, 2013-2014 continental do ZIKV nos
Uganda, 1947 singapura, 2016 EUA, Florida, 2016

Emergéncia do ZIKV nas
< i Américas,
Areas endémicas do ZIKV (passado e presente) Brasil, 2015

Fonte: Adaptado de Gubler et al. (2017).
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O primeiro grande surto documentado ocorreu em 2007 na Ilha Yap, na Micronésia,
localizado a noroeste do oceano Pacifico, no qual houve o relato caracterizado por febre,
erupgdo cutanea, artralgia e conjuntivite (DUFFY et al., 2009; LANCIOTTI et al., 2008).
Durante a investigacgdo, foi constatado que o soro de alguns pacientes possuia anticorpos IgM
contra o virus da dengue, mas clinicamente a doenca era distinta, e cerca de 73% dos residentes
acima de 3 anos de idade foram infectados pelo virus (DUFFY et al., 2009). A partir de 2010
foram observados casos esporadicos de infec¢do por ZIKV em paises do Sudeste Asidtico, tais
como Tailandia (BUATHONG et al., 2015), Camboja (HEANG et al., 2012), Malasia (TAPPE
et al., 2015), Indonésia (KWONG et al., 2013) e nas Filipinas (ALERA et al., 2015).

Entre 2013 e 2014, houve uma grande epidemia de ZIKV na Polinésia Francesa,
localizado no meio do Oceano Pacifico do Sul, com uma populagdo de aproximadamente
270.000 pessoas distribuidas em 67 ilhas (CAO-LORMEAU et al., 2014). Durante este surto,
estima-se que 11% da populacdo tenha procurado por tratamento médico com suspeita de
infeccdo por ZIKV (EUROPEAN CENTRE FOR DISEASE PREVENTION AND
CONTROL, 2014; MUSSO et al., 2014), alguns deles com complicac¢Bes neurolégicas (CAO-
LORMEAU et al., 2016; MUSSO et al., 2018; OEHLER et al., 2014). O grande impacto
causado foi consequéncia do baixo nivel de imunidade ao Zika e a alta densidade de vetores
competentes nessa area (AUBRY et al., 2015). Além das caracteristicas clinicas observadas no
surto de Yap em 2007, pequena porcdo dos casos graves estava associada com complicacfes
neuroldgicas, como sindrome de Guillain-Barré ((EUROPEAN CENTRE FOR DISEASE
PREVENTION AND CONTROL, 2014; OEHLER et al., 2014), sendo a incidéncia estimada
em cerca de 20 vezes maior que a incidéncia basal (SEJVAR et al., 2011; OEHLER et al.,
2014). Além disso, um estudo de caso-controle detectou anticorpos anti-ZIKV em cerca de 98%
dos pacientes com Sindrome de Guillain-Barré (SGB) (CAO-LORMEAU et al., 2016). Apesar
da origem do ZIKV na Polinésia Francesa ser desconhecida, ele é geneticamente relacionado
as cepas isoladas da Ilha Yap em 2007 e do Camboja em 2010 (CAO-LORMEAU et al., 2014).
Sua infeccdo ainda foi documentada em ilhas proximas no Oceano Pacifico Sul (CAO-
LORMEAU; MUSSO, 2014; MUSSO et al., 2014, 2015), incluindo Nova Caleddnia
(DUPONT-ROUZEYROL et al., 2015), Ilhas Cook (ROTH et al., 2014) e Ilha de Pascoa
(TOGNARELLLI et al., 2016), e em outros paises distantes, como a Australia (PYKE et al.,
2014), a Itadlia (ZAMMARCHI et al., 2015a), o Japdo (KUTSUNA et al., 2014) e a Noruega
(WAEHRE et al., 2014).

A terceira epidemia do ZIKV ocorreu no Brasil, no inicio de 2015, onde foi detectada a

transmissdo autdctone do ZIKV na regido nordeste do Brasil (CAMPOS et al.,, 2015;
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ZAMMARCHI et al., 2015b; ZANLUCA et al., 2015), estando associada a um surto de doenca
exantematica aguda (CARDOSO et al., 2015). No final de 2015, o ZIKV foi detectado em pelo
menos 18 estados brasileiros, com uma estimativa de 440.000 a 1.300.000 casos suspeitos
(HENNESSEY et al., 2016). Os achados laboratoriais indicaram uma infeccdo ndo ocasionada
pelo DENV e nem pelo virus Chikungunya (CHIKV), com sinais clinicos como artralgia,
edema de extremidades, febre leve, erupcdes maculopapulares, dores de cabeca, dor retro
orbitéria, conjuntivite purulenta, vertigem, mialgia e disturbios digestivos (CAMPOS et al.,
2015; ZANLUCA et al., 2015).

Curiosamente, além das caracteristicas clinicas ja apresentadas em outras epidemias,
observou-se um aumento no nimero de recém-nascidos com microcefalia em &reas afetadas
pelo ZIKV até setembro de 2015 (SCHULER-FACCINI et al., 2016). Estudos retrospectivos
na Polinésia Francesa ja indicaram um relativo aumento no numero de casos de microcefalia e
outas anormalidades fetais apds o surto de ZIKV entre 2013 e 2014 (CAUCHEMEZ et al.,
2016; JOUANNIC et al., 2016). A infeccdo foi potencializada pela ampla distribuicdo dos
vetores Aedes aegypti e Aedes Albopictus (MARCONDES et al., 2015).

Em 2016, foram confirmados 211.770 casos de infeccdo por Zika no territorio
Brasileiro, com uma incidéncia de 103,6 por 100 mil habitantes, a maioria esta concentrada no
Estado do Rio de Janeiro, com 67.481 casos. Dos 6 6bitos confirmados por Zika, quatro foram
no Rio de Janeiro e dois no Espirito Santo. Também foram registrados 16.864 casos provaveis
de infeccdo em gestantes, sendo 10.769 confirmados por critério clinico-epidemiol6gico ou
laboratorial (BRASIL, 2016). Em 2017 e 2018 houve uma diminuigdo dos casos provaveis,
caindo para 17.593 e 7.544, respectivamente, sendo as regides Centro-Oeste e Norte com as
maiores taxas de incidéncia (BRASIL, 2018b).

Uma das primeiras manifestacdes de ma formacéo congénita descritas na infeccao pelo
ZIKV foi a microcefalia. No Brasil, 0 Ministério da Saude (MS) foi notificado sobre 18.282
casos suspeitos de alteracbes no desenvolvimento e crescimento relacionado ao virus Zika,
foram notificados seguindo o protocolo de vigilancia do Ministério da Saude sobre microcefalia
em recém-nascido, crianga, natimorto, abortamento ou feto, até 10 de outubro de 2019. Destes,
apenas 2.969 casos foram confirmados (BRASIL, 2019).

Do Brasil, 0 ZIKV se espalhou rapidamente por toda a América (BAUD et al., 2017).
A Coldmbia, em outubro de 2015, relatou a transmissao local pelo ZIKV, e em marco de 2016
ja haviam 51.473 casos suspeitos de infeccdo (CAMACHO et al., 2016; ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2015, 2016b). A transmissdo para grande parte da América Central e

do Sul, além do Caribe, e a possibilidade de a microcefalia estar ligada ao ZIKV levou a
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Organizacdo Mundial da Saude a declarar uma emergéncia de saude publica internacional
(llustracdo 1) (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2016a, 2016¢). No final de 2016,
48 paises e territorios das Américas relataram a transmisséo autoctone por mosquitos (BAUD
et al., 2017; FAUCI; MORENS, 2016; LESSLER et al., 2016; ORGANIZAQAO PAN-
AMERICANA DE SAUDE; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2016). Além disso,
a transmissdo via contato sexual foi também relatada na Argentina, Canada, Chile, Peru e
Estados Unidos (MUSSO et al., 2015; HILLS et al., 2016; ORGANIZACAO PAN-
AMERICANA DE SAUDE; ORGANIZAQAO MUNDIAL DA SAUDE, 2016). Nos EUA e
distritos federais foram notificados 4444 casos, incluindo por via sexual, autéctone e vertical,
no qual houve relatos de abortos e alteracdes congénitas em recém-nascidos (FOY et al., 2011;
MCCARTHY, 2016; CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2016,
2018, 2019).

Em 2015-2016, houve um surto em Cabo Verde, sendo considerado o primeiro surto na
Africa (llustracéo 1), sugere-se que podem ter sido infectadas entre 221.000 e 329.000 pessoas
ZIKV, e 18 casos de microcefalia foram notificados (LOURENCO et al., 2018). A partir de
uma andlise inicial, especula-se que o genétipo circulante seja o asiatico, que circula nas
Américas (LOURENCO et al., 2018). Em 2016, houve o primeiro surto asiatico fora das ilhas
oceanicas, em Singapura (llustracdo 1), no qual houve a confirmacdo de 455 casos e 0
sequenciamento do virus sugeriu que o surto ndo estava ligado ao virus do Brasil nem da
Polinésia Francesa, a partir desses dados, acredita-se em uma outra rota do virus (THE
SINGAPORE ZIKA STUDY GROUP, 2017).

Portanto, o ZIKV provavelmente se movimentou para a Asia na década de 1940 e depois
se espalhou por toda a regido, formando a linhagem asiatica (FAYE et al., 2014). Analises
filogenéticas realizadas em genomas completos e parciais do ZIKV demonstram que as cepas
podem ser agrupadas em duas principais linhagens genéticas, a africana e a asiatica (YUN et
al., 2016).

2.2 Ecologia e transmisséo

Os principais hospedeiros do virus sdo os macacos e humanos (HAYES, 2009;
MARCHETTE et al., 1969), ja foi detectado anticorpos contra Zika em diferentes espécies de
macacos na Africa e Asia, mas mesmo assim a soroprevaléncia de ZIKV continua maior nos
humanos (KILBOURN et al., 2003; WOLFE et al., 2001). Além disso, houve a deteccao de
anticorpos em outras espécies, como 0s morcegos (ANDRAL et al., 1968), caprinos, roedores
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e ovinos (DARWISH et al., 1983), no entanto, nunca foi isolado o virus nesses animais, portanto
ndo esta claro se podem atuar como hospedeiros reservatérios (HAYES, 2009). Acredita-se que
na Africa, o virus seja mantido pelo ciclo silvestre envolvendo primatas ndo-humanos e
mosquitos, e na Asia, como na polinésia francesa e micronésia, 0 virus se mantem em um ciclo
humano-mosquito-humano (HADDOW et al., 2012).

A transmissdo vetorial inclui diferentes espécies de mosquitos, principalmente do
género Aedes, como o A. aegypti, A. africanus, A. albopictus, que sdo amplamente distribuidos
nas regides tropicais e subtropicais do mundo (BERTHET et al., 2014; FERREIRA-DE-BRITO
etal., 2016; GRARD et al., 2014). Curiosamente, novos surtos podem demonstrar que 0 ZIKV
pode ser transmitido por diferentes vetores, como 0s géneros Culex e Anopheles (DODSON;
RASGON, 2017; DUFFY et al., 2009; ELIZONDO-QUIROGA et al., 2018; GUO et al., 2016).

O contagio independente de vetores pode ocorrer através da transmissdo sexual,
transplacentaria, transfusdes de sangue ou amamentacao (BESNARD et al., 2014; DRIGGERS
etal., 2016; DUPONT-ROUZEYROL etal., 2016; HILLS et al., 2016; VENTURI et al., 2016).
A transmissao direta, embora incomum, pode ocorrer através da pele ou membranas mucosas
(SWAMINATHAN et al., 2016).

2.3 ManifestacGes clinicas

Em infecgdes por ZIKV apenas 20 a 25% dos individuos sdo sintomaticos,
desenvolvendo uma doenca leve e autolimitada, com periodo de incubagdo de 4 a 10 dias
(CERBINO-NETO et al., 2016; LAZEAR; DIAMOND, 2016). O quadro clinico classico da
infeccdo se assemelha ao da dengue e da febre pelo chikungunya, que inclui febre transitoria de
baixo grau, dor de cabeca, mal-estar, erupcdo maculopapular, fadiga, mialgia, artrite,
conjuntivite e artralgia (BRASIL et al., 2016; CARDOSO et al., 2015; ZANLUCA et al.,
2015;). Os sintomas menos frequentes incluem dor retro orbitéria, edema e vémitos (BRASIL
et al., 2016; CAO-LORMEAU et al., 2014; ZAMMARCHI et al., 2015a;). Outras
manifestacdes clinicas observadas na infecgdo aguda por ZIKV incluem hematospermia (FOY
etal., 2011; MUSSO et al., 2015), dificuldades auditivas (TAPPE et al., 2015), trombocitopenia
e sangramento subcutaneo (CHRAIBI et al., 2016; SHARP et al., 2016). Os sintomas
normalmente surgem junto com a viremia e desaparecem espontaneamente dentro de uma

semana, mas a artralgia pode persistir por até um més (FOY et al., 2011).
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2.3.1 Sindrome Congénita do Zika

O principal sinal neurolégico encontrado em infecgdes por ZIKV é a microcefalia, que
ocorre em bebés nascidos de mées infectadas pelo virus (ARAGAO et al., 2016; BRASIL et
al., 2016; CARVALHO et al., 2016; MARTINES et al., 2016; MICROCEPHALY EPIDEMIC
RESEARCH GROUP, 2016). A microcefalia é caracterizada pela circunferéncia da cabeca
menor que dois desvios-padrdo da média para a idade gestacional no momento do nascimento
e é observada em lactentes cujas mées foram infectadas na gestagdo (llustragédo 2) (ARAGAO
et al., 2016; BRASIL et al., 2016). Portanto, uma diferenca de significancia no tamanho do
cérebro é um importante fator de risco para disfun¢do motora e cognitiva (WATEMBERG et
al., 2002).

llustracéo 2 - Figura esquematica de bebé com tamanho ceféalico normal e beb& com microcefalia.

Fonte: Adaptado de Centers for Disease Control and Prevention, CDC (2016).
Legenda: A linha tracejada indica o tamanho normal para comparagéo.

Além disso, sdo observadas alteraces em avaliacBes auditivas e em exames anatdmicos
de fundo de olho, sendo o principal sinal detectado cicatriz coriorretiniana na regido macular
do olho (BRASIL et al., 2016; LINDEN et al., 2016; VENTURA et al., 2017; LINDEN et al.,
2017). A maioria dos bebés apresentaram deficiéncia visual, sugerindo que a deficiéncia visual
provavelmente relaciona-se com o0s danos extensivos ao sistema nervoso central (SNC)
(VENTURA et al., 2017). Os principais achados oculares relacionados ao dano no SNC séo
paresia do nervo oculomotor, abducdo de mdsculos, hipoplasia do nervo dptico, estrabismo
convergente e perda de reflexos fotomotores e consensuais (MELO et al., 2016; VENTURA et
al., 2017). Nas alteracbes encontradas no SNC sdo observados também ventriculomegalia,
calcificacOes e hipoplasia cerebelar (BRASIL et al., 2016; MELO et al., 2016; OLIVEIRA-
SZEINFELD et al., 2016)
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Além das anormalidades cerebrais também foi observada uma ampla gama de
malformacdes congénitas, como contraturas congénitas multiplas, malformacdes craniofaciais,
craniossinostose (fusdo prematura das suturas craniais), acidente vascular cerebral isquémico
no territorio vascular da artéria cerebral média esquerda (BRASIL et al., 2016; HAZIN et al.,
2016; LINDEN et al., 2016; MARTINES et al.,, 2016). Ja nos oOrgdos sistémicos, houve
ocorréncia de hepatite viral e hipoplasia pulmonar (MARTINES et al., 2016; CHIMELLI et al.,
2017). A artrogripose, ou contraturas articulares, possuem origem neurogénica, apresentando
comprometimento crénico de neurdnios motores centrais e periféricos, levando o feto a ter

posturas fixas no utero e assim deformidades (LINDEN et al., 2016).

2.3.2 Sindrome de Guillain-Barré

Em adultos, o acometimento neurolégico da infeccdo por ZIKV relatado €
principalmente a sindrome de Guillain-Barré (SGB), uma doenca autoimune na qual o sistema
imunolégico ataca parte do sistema nervoso periférico, causando formigamento, fraqueza
muscular, paralisia e até a morte (GOODFELLOW,; WILLISON, 2016). Além dos sinais gerais
de infeccdo por Zika, esses pacientes apresentam parestesia nas maos e nos pés (sensacdes
cutaneas subjetivas), cansaco generalizado, perda de parte da motricidade de um ou mais
musculos do membro inferior e superior, visdo dupla, dificuldade de degluticdo (disfagia),
paralisia bilateral do nervo facial, deterioracdo da extremidade, perda do controle muscular
durante movimentos voluntarios (ataxia), Perda parcial das funcbes motoras dos
membros (tetraparesia), alteracdo na capacidade de pronunciar as palavras (disartria),
incontinéncia urinaria e fecal, e uma visdo passageira transtornada (ROSARIO et al., 2016;
SOARES et al., 2008). Sugere-se que um fator predisponente para a SGB seria uma infeccao
simultanea de DENV e ZIKV, por levar a uma estimulagdo imune arboviral e desencadear um
processo imunopatogénico, que ocasiona o0 aumento dos anticorpos preexistentes fazendo com
que haja a elevacdo da capacidade de invasdo pelo ZIKV e agravando o quadro clinico
(MALTA et al., 2017; RABONI et al., 2017; ROSARIO et al., 2016). Anteriormente, essa
complicacdo neuromuscular ja foi associada a infecgdo por outros arbovirus, como a Dengue
(CAROD-ARTAL et al., 2013) e o virus da Chikungunya (WIELANEK et al., 2007).

2.3.3 Outras complicagdes neurologicas
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Outros complicacGes neuroldgicas relatadas em adultos infectados com ZIKV foram
encefalomielite, encefalite e sindrome de polineurite transitoria aguda (BARCELLOS et al.,
2016; GALLIEZ et al., 2016; NASCIMENTO et al., 2017). Um sinal comum desses casos foi
fraqueza nos membros inferiores, provavelmente atraves de efeito neuropatico direto do ZIKV
levando a inflamacéo e inchaco nervoso (NASCIMENTO et al., 2017). Alguns pesquisadores
consideram esse sinal um mecanismo que pode levar ao desenvolvimento de SGB. Outros sinais
observados foram de paraparesia, parestesias de membros inferiores, retencdo urinaria, rigidez
nucal, hiporreflexia, dor distal, hipoestesia, disartria e confusdo mental (GALLIEZ et al., 2016;
NASCIMENTO et al., 2017). Portanto, esses sinais fornecem evidéncias indiretas de invasdo
viral no SNC com a disfuncdo da barreira hematoencefalica (plexos coroides) e sintese de
anticorpos intratecal, j& descrito em outras infecgdes virais como a dengue (SOARES et al.,
2016).

2.4 Estrutura e Genoma viral

O virus Zika pertence a familia Flaviviridae e ao género Flavivirus (THIEL et al., 2005).
Os membros desta familia possuem semelhancas que incluem a morfologia das particulas virais,
estrutura e organizacdo do genoma e 0s aspectos basicos da expressdo génica e replicacdo viral
(RIDPATH; FLORES, 2007). Eles possuem virions esféricos (40-60 nm de didametro), envelope
com duas glicoproteinas virais inseridas e seu genoma consiste de uma fita simples de RNA de
polaridade positiva, ou seja, seu genoma possui a mesma orientagdo do RNA mensageiro
celular e, dessa forma, pode ser interpretado como tal quando presente no citoplasma (HARRIS
et al., 2006; RIDPATH; FLORES, 2007; RODENHUIS-ZYBERT et al., 2010). Dessa forma,
a producdo das proteinas virais € iniciada assim que o genoma viral é liberado na célula.

Semelhante a outros flavivirus, 0 genoma do ZIKV tem cerca de 11 kb de comprimento
e contém uma Unica regido aberta de leitura (Open Read Frame - ORF) flanqueado por regides
ndo codificadoras nas extremidades 5 'e 3' (BARONTI et al., 2014; HEMERT; BERKHOUT,
2016). A ORF codifica uma poliproteina de 3419 aminoacidos que é clivada por ambas as
proteases hospedeiras e virais pos-traducionais no capsideo (C), precursor de membrana (prM),
envelope (E) e 7 proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A NS4B e NS5)
(Hustracdo 3) (CUNHA et al., 2016; SELISKO et al., 2014). Cada uma dessas proteinas tem
multiplas fungdes para alterar eventos celulares (MUKHOPADHYAY et al., 2005).
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llustracdo 3 - Organizacdo do genoma do ZIKV

5-UTR 1 1 ‘ | ‘ ' | l , 3-UTR
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=+ Protease viral =% Protease do hospedeiro =% Furina -+ Protease desconhecida do hospedeiro

Fonte: Adaptado de Ye et al. (2016).

Legenda: As setas azuis, setas pretas e setas vermelhas indicam o local de clivagem da protease viral NS2B / NS3,
protease hospedeira e protease de furina, separadamente. A seta verde indica uma protease hospedeira
desconhecida.

As proteinas estruturais, juntamente com o RNA gendmico, formam particulas virais,
enquanto as proteinas ndo estruturais estdo envolvidas na replicacdo, montagem e evasdo do
sistema imune do hospedeiro (LINDENBACH; RICE, 2007). A proteina estrutural C do
flavivirus se associa ao RNA gendmico para formar o nucleocapsideo, o qual possui um formato
icosaedro e funcdes relacionadas ao processo de montagem do virus (LIN et al., 2018), além
disso possui uma ampla capacidade de ligacdo a diferentes tipos de nucleotideos, incluindo
DNA de fita Unica e dsSRNAs (SAMUEL et al., 2016).

A proteina precursora da membrana (prM) desempenha um papel importante na
formacéo de virions maduros por meio da clivagem de prM em proteina M (LIN et al., 2018;
PIERSON; DIAMOND, 2012). Além disso, ela protege a proteina E da fusdo prematura em
condicdes de baixo pH durante o transporte na rede trans-Golgi, facilitando a maturacdo do
virion (YU et al., 2008). A proteina E é a principal glicoproteina de superficie do virion, esta
envolvida na modulacdo do ciclo viral através da ligacdo a célula hospedeira e na fusdo da
membrana, portanto, é responsavel pela entrada do virus e representa um alvo importante para
anticorpos neutralizantes (DA et al., 2016; FONTES-GARFIAS et al., 2017).

As proteinas ndo estruturais formam o complexo de replicagdo e desempenham um
papel na resposta da imunidade inata do hospedeiro. A proteina ndo-estrutural 1 (NS1) é uma
proteina ndo estrutural altamente conservada entre os flavivirus, que existem em diversas
formas. A forma de dimero intracelular de NS1 desempenha papel na replicacdo do genoma
(MACKENZIE et al., 1996; WINKLER et al., 1988), enquanto o hexamero secretado
desempenha papel na evasdo imune, ativando os receptores Toll-like (TLRs) e inibindo o
sistema complemento (XIA et al., 2018; YOUNG et al., 2000).

As proteinas ndo estruturais NS2A, NS2B, NS4A e NS4B sdo integrantes da membrana.
A NS2A contém cinco dominios transmembranares e & importante para a replicacdo e
montagem viral (LEUNG et al., 2008; XIE et al., 2013) e a NS2B é um co-fator para a proteina
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NS3 (FALGOUT et al., 1991). NS4A e NS4B desempenham mdltiplos papéis na replicacéo
viral e interacBes virus-hospedeiro, podendo induzir o rearranjo da membrana reticulo
endoplasméatico (ROOSENDAAL et al., 2006), regular a formacéo de complexos de replicacdo
viral (TEO; CHU, 2014), induzir autofagia na prevencdo da morte celular (MCLEAN et al.,
2011), regular a atividade ATPase da NS3 (SHIRYAEV et al., 2009; ZOU et al., 2015),
interagir com NS1 para modular a replicacéo viral (LINDENBACH; RICE, 1999), e ainda inibir
a sinalizagdo do interferon (AMBROSE; MACKENZIE, 2011; MUNOZ-JORDAN et al.,
2005). No ZIKV, estudos ja revelaram a cooperacdo entre NS4A e NS4B, que ocasiona a
supressdo da sinalizacdo de Akt-mTOR do hospedeiro, levando assim ao comprometimento da
neurogénese em células humanas e a regulacéo positiva da autofagia, protegendo assim a célula
hospedeira da morte, e fornecendo uma célula hospedeira bem protegida para a replicacdo de
virus em longo prazo (LIANG et al., 2016; MCLEAN et al., 2011).

A protease viral NS2B-NS3 € uma serina protease, formada pela parte N-terminal da
NS3 e a regido cofator da NS2B, envolvida no dobramento e atividade enziméatica (BARONTI
et al., 2014; LI et al., 2015). E responsavel por clivar as juncdes de NS2A/NS2B, NS2B/NS3,
NS3/NS4A e NS4B/NS5 para liberar proteinas funcionais (CHAMBERS et al., 1990;
FALGOUT et al., 1991). Adicionalmente, a protease NS2B/NS3 esta implicada na evasao
imune através da inibicdo da producdo de interferon do tipo | na infeccdo por Dengue
(AGUIRRE et al., 2012).

A proteina NS3 é um componente essencial para o processamento de polipeptidios virais
e replicacdo gendmica, devido ao seu dominio protease no terminal N e sua atividade de
helicase de RNA no terminal C (TIAN et al., 2016). Seu dominio helicase fornece energia
quimica para intermediarios da replicacdo viral, assim facilitando a replicacdo junto com a RNA
polimerase dependente de RNA (NS5) (LINDENBACH; RICE, 2007).

A proteina NS5 é a maior proteina viral cuja por¢do C terminal tem atividade de RNA
polimerase dependente de RNA (RdRP) e o terminal N tem atividade metiltransferase envolvida
no processamento do RNA (LINDENBACH; RICE, 2003). Portanto, sdo cruciais para a
estabilidade do genoma, traducdo eficiente e evasdo da resposta imune do hospedeiro, e
responsaveis pela sintese do RNA genémico (SELISKO et al., 2014; ZHAO et al., 2017). Além
disso, suprimem a inducdo e sinalizacdo de interferon do tipo I (GRANT et al., 2016;
HERTZOG et al., 2018).

2.5 Proteina ndo-estrutural 5
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Entre as proteinas ndo estruturais, a NS5 € a maior e mais conservada proteina do
complexo de replicacdo (ZHU et al., 2016). Ela possui duas atividades enzimaticas essenciais,
a metiltransferase (MTase) e RNA polimerase dependente de RNA (RdRp), que sdo necessarias
para a replicacdo viral (llustracdo 4) (DUAN et al., 2017). A regido metiltransferase esta
localizada nas posi¢Ges N-terminal da proteina NS5, e sdo cruciais para a estabilidade do
genoma, traducdo eficiente e evasdo da resposta imune do hospedeiro (ZHOU et al., 2007). A
regido RdRp se encontra na por¢do C-terminal da proteina, é responsavel pela sintese do RNA
gendmico na auséncia de primers, também chamado de mecanismo de inicia¢éo, assim a sintese
de RNA de polaridade negativa €é realizada a partir do molde de RNA genémico de cadeia
positiva, este RNA de cadeia negativa ocasiona a sintese de mais filamentos de RNA de
polaridade positiva que irdo ser empacotados para formar os virions (SELISKO et al., 2006,
2014; ZHAO et al., 2017).

llustracdo 4. Estrutura tridimensional da NS5 do ZIKV.

Polegar Metiltransferase

RNA polimerase dependente
de RNA

Fonte: Adaptado de Devnarain e Soliman (2018).

Legenda: A proteina estrutural 5 do virus Zika € dividida em suas duas subunidades principais, a metiltransferase
(ligada ao seu substrato natural) e a RNA polimerase dependente de RNA. E descrita como uma mao, com palma,
polegar e dedos.

A NS5 também possui uma sequéncia de localizacdo nuclear funcional (NLS), que
interage diretamente com outras proteinas virais e hospedeiras, como a protease-helicase NS3
e a B-importina, que é responsavel pelo transporte até o nlcleo (TAY et al., 2015; YAP et al.,
2007). Alem do NLS, a proteina possui uma sequéncia conservada de exportacdo nuclear
(NES), e um motivo de interacdo SIM importante para a sumoilacdo de proteinas que é
altamente conservado dentro do seu dominio metiltransferase (MTase) (TAN et al., 2019)

(llustracéo 5).
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llustragdo 5. Sequéncias envolvidas na regulacéo da localizagdo subcelular da proteina NS5

MTase RdRp
1 71 85 266 371 410

881 903

Flavivirus N§5

SIM NES apNLS C-ter NLS

Fonte: Adaptado de Tan et al. (2019).

Legenda: O flavivirus NS5 consiste em dois dominios funcionais, a metiltransferase (MTase) e a RNA polimerase
dependente de RNA (RdRP). As regides envolvidas em sua localizagdo subcelular (SIM, NES, afNLS e C-ter
NLS) também séo indicadas.

Além de suas fungdes na replicacdo, a NS5 do ZIKV de isolados africanos e polinésios
franceses também pode suprimir a sinalizacdo do interferon, através da degradacdo proteica
pelo proteossoma do ativador transcricional STAT2 regulado por IFN em humanos (GRANT
et al., 2016; KUMAR et al., 2016). Esse mesmo mecanismo foi observado na NS5 do virus
Dengue (ASHOUR et al., 2009; THURMOND et al., 2018). A inibicdo da producéo de IFN na
linhagem asidtica esta provavelmente relacionada a inibi¢do da IRF3 (XIA et al., 2018), no
entanto, 0 mecanismo responsavel pela inibicdo de IFN nas linhagens africanas ainda é
desconhecida (LIN et al., 2019).

Além da deplecdo de STATZ2, a NS5 atua no nivel do adaptador MAVS ou a downstream
na via de sinalizacdo RLR, da imunidade inata, levando a niveis reduzidos de STAT2 e
bloqueando a fosforilagdo de STAT1, dois fatores de transcrigéo ativados por IFN do tipo 1, e
ainda demonstrou-se que a infeccdo pelo ZIKV gera agonistas de RIG-1 e RNAs estimuladores
de MDA5 (HERTZOG et al., 2018). Além desse fato, a proteina pode interagir com a familia
de receptores do tipo NOD, que promove a ativacdo do inflamassoma e ocasiona a exacerbacgéo
da resposta inflamatéria e a progressao da doenca (WANG et al., 2018). J& no virus da encefalite
japonesa, descobriu-se que a NS5 prejudica a capacidade das células de produzir IFN-f através
da inibicdo da translocagéo nuclear de IRF3 e NF-kB (YE et al., 2017).

Dessa forma, esses achados indicam que o NS5 do ZIKV desenvolveu varias estratégias
para neutralizar a sinalizacdo IFNAR (BEST, 2017; CUMBERWORTH et al., 2017), e que
provavelmente é o Unico antagonista potente do ZIKV dessa sinalizagdo (HERTZOG et al.,
2018). Como consequéncia desse impacto nas vias de sinalizagao, a expressdo de NS4A e NS5
estdo estritamente correlacionados a regulacdo negativa de mRNA e proteina da duplacortina
(DCX), que desempenha um importante papel na diferenciagdo e migracdo de células
progenitoras neurais (JIANG et al., 2018)

A localizagdo nuclear e a compartimentalizacdo da NS5 ja foram relatadas, sugere-se

que estdo localizadas em locais de splicing pois a NS5 ja foi colocalizada com a SC35, uma
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proteina envolvida no splicing do pré-mRNA, portanto, acredita-se que a NS5 pode
desempenhar um papel importante na regulacdo do processo de processamento do gene nas
células hospedeiras (HOU et al., 2017). Fato ja relatado na NS5 do DENV, no qual se liga a
componentes do spliceossoma e modulam o processamento de genes hospedeiros, como 0
DDX58 (MAIO et al., 2016). Esse tipo de compartimentalizacdo possui fun¢des em varios
processos, como no metabolismo de RNA, na biogénese do ribossomo, na resposta ao dano ao
DNA e na transducéo de sinal (BANANI et al., 2017).

Acredita-se entdo, que a localizagdo nuclear seja estritamente necessaria para replicacéo
de virus, por isso é imprescindivel elucidar o papel dessa compartimentalizacdo nas funcées

gue a NS5 desempenha.

2.6 Replicacdo

O ZIKV penetra nas células do hospedeiro via endocitose mediada por receptores.
Diferentes receptores podem estar relacionados, como DC-SIGN, Tyro3, TIM-1 e AXL, mas
evidéncias ja sugerem que o principal receptor para sua entrada € o receptor Axl da
fosfatidilserina encontrado na superficie celular (HAMEL et al., 2015; TABATA et al., 2016).

A proteina estrutural E, localizada na superficie viral, medeia a ligacdo a célula
hospedeira, entdo apds a entrada do virus, o ambiente endossémico acido desencadeia uma
mudanca conformacional irreversivel na proteina E e induz a fusdo da membrana viral com a
do hospedeiro (BRESSANELLI et al., 2004). Este evento de fusdo permite que o
nucleocapsideo seja liberado do endossomo, e 0 genoma é rapidamente traduzido na superficie
do reticulo endoplasmatico (SMIT et al., 2011).

A regido de codificacdo do genoma do RNA de fita simples que contém também regides
nao traduzidas (UTR) em suas extremidades 5’ e 3’, €, portanto, traduzida em um polipeptideo
viral e processada em dez proteinas apds a maturagdo por proteases do hospedeiro e também
pela protease viral NS2B-NS3 (LUO et al., 2008).

As proteinas ndo estruturais (NS) virais e fatores do hospedeiro se reunem para a
formacéo de complexos de replicacdo (RC) (llustracéo 6) através do sequestro de membranas
citoplasmaticas do reticulo endoplasméatico do hospedeiro, esses compartimentos
especializados irdo coordenar a replicacéo e a tradugéo do genoma viral e conferem protecéo
contra nucleases de células hospedeiras e também a prevencéo de sensores de imunidade inata,
como membros da familia RIG-1 e IFIT, que podem detectar moléculas de dsSRNA (DECROLY

et al., 2012). Portanto, as proteinas NS formam um complexo de replicagdo que gera RNAs de
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sentido negativo que funcionam como moldes para 0 RNA genémico de sentido positivo
(NOVOA et al., 2005; UCHIL; SATCHIDANANDAM, 2003).

llustracéo 6. Representacdo esquematica do complexo de replicacéo dos flavivirus.

Citoplasma

Lumen do RE

Fonte: Adaptado de Chatel-Chaix et al (2015).

No centro desse complexo encontra-se a NS4B, que liga-se a protease-helicase NS2B-
NS3, que por sua vez interage com a polimerase NS5 metil-transferase (LESCAR et al., 2018).
A NS2B-NS3 possui um papel central na replicacdo viral, pois interage tanto com a proteina da
membrana NS4B como com a NS5, além de interagir diretamente com o RNA (UMAREDDY
et al., 2006), esta envolvida no processamento da poliproteina viral e na atividade NTPase
(KUO etal., 1996). A NS5 tem atividade de polimerase dependente de RNA (RdRp) (GUYATT
et al., 2001) e uma metiltransferase (EGLOFF et al., 2002), esta ultima implicada no seu papel
no encapsulamento do RNA gendmico viral.

A proteina NS1 secretada € um fator soltvel de ligagdo ao complemento, para o qual
tambem foi atribuido um papel na sintese de RNA de fita negativa (LINDENBACH; RICE,
1997). Acredita-se que NS4A, uma proteina de membrana integral, sirva como uma ponte
protéica entre 0 NS1 com o qual interage especificamente (LINDENBACH; RICE, 1997) e 0
complexo de replicagdo flaviviral, fixando assim o RC & membrana (MILLER et al., 2007;
ROOSENDAAL et al., 2006) Acredita-se que a proteina hidrofobicas NS2A pode ancorar as
proteinas replicativas virais as membranas celulares (CHAMBERS et al., 1989), contribuir para
a montagem dos virions (KUMMERER; RICE, 2002) e para a inibicio da resposta IFNo/p
(MUNOZ-JORDAN et al., 2003).



32

O processo de maturacdo passa pela via secretora hospedeira (llustracdo 7)
(MACKENZIE; WESTAWAY, 2001), no reticulo endoplasmatico das células, a progénie
recem-formada forma virions imaturos, exibindo na sua superficie protrusdes de heterodimeros
da proteina E e da proteina precursora da membrana (prM) (PLEVKA et al., 2011). Na rede
Trans-Golgi, passa por modificacbes pds-traducionais que incluem a reorganizacdo dos
heterodimeros E-prM em homodimeros através do baixo pH da rede trans-Golgi, esse rearranjo
ocasiona a exposicao do local de clivagem de prM, que é clivado pela protease hospedeira,
furina (YU et al., 2008).

O RNA viral recém-sintetizado é entdo empacotado, e o virion imaturo é transportado
através da via secretora do hospedeiro, onde € posteriormente processado pelas proteases do
hospedeiro para gerar um virion maduro que é liberado da célula infectada por exocitose
(llustracdo 7) (PIERSON; DIAMOND, 2012).

lHustracéo 7. Ciclo de vida do flavivirus e mecanismo de fus&o.
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Fonte: Adaptado de Heinz e Stiasny (2017).

Legenda: O virus entra nas células por endocitose mediada por receptor e funde sua membrana por um mecanismo
acionado por pH acido no endossomo para liberar o RNA viral. O RNA genémico de cadeia positiva serve como
0 Unico mRNA viral e leva a sintese de uma poliproteina que é processada em trés proteinas estruturais e sete ndo
estruturais. A montagem do virus ocorre na membrana do RE e leva a formagdo de virions imaturos, que sdo
posteriormente transportados pela via exocitica. O pH &cido no Trans-Golgi (TGN) provoca alteragGes estruturais
gue permitem a clivagem de prM pela protease celular furina e levam ao rearranjo em forma da proteina E. Em
pH acido, a parte pr clivada permanece associada as particulas (impedindo a fusdo prematura no TGN) e cai no
pH neutro do ambiente extracelular. As particulas subvirais (SVPs) sdo formadas como um subproduto da
montagem do virion e contém uma membrana lipidica e complexos prM-E.
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Como visto, a replicacdo ocorre normalmente no citoplasma, no entanto, estudos ja
sugeriram que o RNA viral dos virus JEV e WNV, se encontram tambem na fracao nuclear de
células infectadas (GRUN; BRINTON, 1988; TAKEDA et al., 1978; ZEBOVITZ et al., 1974).
Muitos virus de RNA de fita positiva e negativa que usam o citoplasma do hospedeiro como o
local priméario de replicacdo envolvem o nicleo ou seus componentes, sequestrando fatores
nucleares e alterando o trafego citoplasmatico nuclear para promover a replicacdo viral
(HISCOX, 2003). Os flavivirus tém demonstrado envolver os nucleos do hospedeiro em sua
replicacdo, embora indiretamente. Portanto, € provavel que o nlcleo das células infectadas

possa funcionar como um local adicional para a sintese de RNA flaviviral (UCHIL et al., 2006).

2.7 Resposta Imune Frente a Infeccdo por Zika

As proteinas virais do Zika estdo envolvidas também na atenuacdo das respostas
antivirais do hospedeiro (SUTHAR et al., 2013), a proteina do envelope, por exemplo, participa
da ligacdo, entrada e fusdo celular e consequentemente é o principal alvo de anticorpos
neutralizantes (DAl et al., 2016; MUKHOPADHYAY et al., 2005). No hospedeiro ha uma rede
de defesa integrada, que inclui as respostas imunes inatas e adaptativas, que tentam impedir o
desenvolvimento de infeccdes virais (BARBER, 2001). Apos a entrada do virus na célula, eles
sdo detectados através de diferentes receptores de reconhecimento de padrdes (PRR), que inclui
os receptores Toll-like (TLRs) e os receptores do tipo RIG-1 (RLRs) (THOMPSON et al.,
2011). Esses RLRs, que incluem RIG-I, MDAS e LGP2, sdo uma familia de sensores inatos de
RNA viral que residem no citoplasma de quase todas as células do hospedeiro (LOO; GALE,
2011). As principais defesas celulares que podem suprimir a replicacdo viral e salvar a célula
infectada ocorrem através das vias de sinalizacdo do interferon (IFN), da resposta a proteinas
ndo dobradas (UPR), do mecanismo de reparo do DNA, autofagia e apoptose (DANG et al.,
2016; HAMEL et al., 2015; LIANG et al., 2016; ZHANG et al., 2016).

Durante a infeccdo por flavivirus, RIG-1 e o0 MDAS sinalizam através da proteina
antiviral mitocondrial (MAVS), atuando assim em conjunto para restringir a replicacdo dos
flavivirus, desencadeando a producdo de interferon do tipo 1, genes efetores antivirais e
citocinas pré-inflamatorias (ERRETT et al., 2013; LAZEAR et al., 2011; PINTO et al., 2014).
A producdo de interferon ocorre apés a ativacao de fatores de transcri¢do como o fator regulador
de interferon 3 (IRF3) e NF-xkB (llustracdo 8). Na fase de sinalizacdo (efetora), o IFN-1
secretado se liga a receptores IFNAR, iniciando assim a cascata de sinalizacdo que resulta na

transcrigdo de genes estimulados por IFN-1 (ISGs) (llustragéo 8), que codificam proteinas que
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inibem a replicacéo e disseminacéo do virus (YE et al., 2013). O virus Zika blogueia as vias de
inducdo e sinalizacdo do interferon do tipo | através da regulacdo negativa da sinalizacédo
mediada por IRF3 e NF-kB, além da degradacdo proteossomal do STAT2 (llustragdo 8)
(GRANT et al., 2016; KUMAR et al., 2016).

llustracdo 8. Representacdo esquematica das vias de indugdo e sinalizagédo do Interferon do tipo 1.
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Fonte: Adaptado de Kumar et al. (2016).

As proteinas virais NS1, NS4A, NS4B e NS5 foram identificadas como supressores
chave da inducdo do IFN do tipo 1 (KUMAR et al., 2016; OJHA et al., 2018). As proteinas
virais NS1 e NS4B inibem a ativacdo de IFN-B induzida por RLR ao nivel de Quinase
1 de ligacdo a TANK (TBK1), uma proteina multifuncional implicada ndo apenas na imunidade
inata, mas também em apoptose e proliferacdo celular. Infec¢Bes por ZIKV interrompem a
realocacdo de TBK1 do centrossomo para a mitocondria, prejudicando assim a mitose e a
divisdo celular (ONORATI et al., 2016), portanto sugere-se que a TBK1 é um dos principais
alvos da infecgdo pelo ZIKV (WINKLER et al., 2017). Ja a NS2B com a NS3 promove a
degradacdo da Janus quinase (JAK1) e a inibicdo da sinalizacdo JAK-STAT, seguida pela
inibicdo da apoptose induzida por virus e pelo aumento da replicacdo viral (WU et al., 2017).
A NS5 interage diretamente com o STAT2, através do dominio metiltransferase (MTase),
induzindo sua degradacdo (GRANT et al., 2016; KUMAR et al., 2016). Isso pode afetar a
atividade de STAT1 alterando o equilibrio intracelular entre os complexos STAT1-STAT2-
IRF9 e STAT1-STAT1 (CHAUDHARY et al., 2017). Esses achados sugerem gue as proteinas
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ndo estruturais agem sinergicamente para empregar mecanismos que bloqueiam as respostas
antivirais do hospedeiro e facilitam a replicacdo viral (WU et al., 2017).

A resposta imune celular a infeccéo por flavivirus, principalmente os neuroinvasivos, é
mediada por células T, sendo estes essenciais para a protecao contra doencas e para a eliminagdo
do virus do sistema nervoso central (LARENA et al., 2011; YAUCH et al., 2009). A presenca
do ZIKV ja foi comprovada em tecidos cerebrais fetais e no liquido cefalorraquidiano tanto em
humanos como em modelos animais (CUGOLA et al., 2016; MECHARLES et al., 2016;
RIVINO; LIM, 2017), sendo assim, as células T CD8+ podem possuir um papel fundamental
na eliminacdo do ZIKV do SNC, na prevencdo e atenuacdo das complicacdes neuroldgicas
(LIMA et al., 2017).

Na fase aguda das infec¢Bes por ZIKV, as células T CD8+ especificas expandem-se,
séo polifuncionais e exibem citotoxicidade in vivo (ELONG NGONO et al., 2017). Em modelos
murinos, a deplecdo dessas células comprometeu a eliminacédo de virus periféricos e do sistema
nervoso central durante a infeccdo pelo ZIKV (LAZEAR et al., 2016; MANANGEESWARAN
et al., 2016). Os animais deficientes em CD8 ou MHC de classe | ttm uma capacidade reduzida
de depuracdo viral, e as células transferidas de animais selvagens podem ser protetoras (WEN
et al., 2017). Curiosamente, a ativacdo das células T CD8+ apds a infeccdo pelo ZIKV foi
encontrada diminuida em camundongos prenhes, o que pode sugerir que ha disseminacao viral
para o feto (WINKLER et al., 2017).

As células T CD4+, embora de menor frequéncia que as células T CD8+ durante a
infeccdo por flavivirus, contribuem para a protecéo através da capacidade de produzir citocinas
pré-inflamatorias e apoiar a maturacdo da resposta de anticorpos (SITATI; DIAMOND, 2006).
Elas ja foram detectadas em individuos imunes ao ZIKV, sendo reativas as proteinas NS1 e
Envelope, e pouca capacidade de reacdo cruzada com DENV (STETTLER et al., 2016). Alem
disso, ja foram detectadas em primatas ndo humanos infectados com ZIKV (DUDLEY et al.,
2016; OSUNA et al., 2016), e caracterizadas em camundongos C57BL/6 do tipo selvagem, no
qual apresentou um perfil tipico de citocinas Th1, com um alto grau de polifuncionalidade em
que a maioria das células produziu IFN-y, TNF-a e IL-2 (PARDY et al., 2017).

2.8 Patogénese
Os mecanismos patogénicos que levam a microcefalia e outras malformacgdes

congeénitas ainda nao foram totalmente elucidados (BHATNAGAR et al., 2017). Mas relatos ja

demonstram que esté intimamente ligada a importantes vias celulares do hospedeiro, como as
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vias receptor Toll-like (TLR), autofagia, apoptose e resposta a proteinas nao dobradas (UPR),
ocasionando destruicdo celular e manifestacées clinicas (DANG et al., 2016; HO et al., 2017;
LIANG et al., 2016; OJHA et al., 2018). Além disso, 0 ZIKV é capaz de bloquear a sinalizagdo
do receptor de IFN (tipo 1) para superar as respostas imunes inatas do hospedeiro (GRANT et
al., 2016).

O tropismo celular e tecidual do ZIKV ainda é desconhecido, mas sabe-se que 0s
queratinocitos e as células dendriticas da pele provavelmente representam alvos iniciais da
infeccdo, semelhante ao observado para outros flavivirus (HAMEL et al., 2015; LIM et al.,
2011; SURASOMBATPATTANA et al., 2011), alem de poder infectar explantes de pele
humana e células mononucleares do sangue periférico em cultura (HAMEL et al., 2015).
Demonstrou-se também que ha inducdo da autofagia através do acumulo de vesiculas
autofagicas nos fibroblastos infectados (HAMEL et al., 2015). Em células-tronco neurais fetais
humanas, o ZIKV inibe a sinalizacdo de Akt-mTOR para induzir autofagia, aumentando assim
a sua replicacdo e carga viral (LIANG et al.,, 2016), consequentemente impedindo a
neurogénese. Além disso, o virus Zika compromete a neurogénese através da desregulacdo
transcricional de 41 genes relacionados ao neurodesenvolvimento, através da hiperativacao do
receptor Toll like 3 (TLR3) (DANG et al., 2016).

A inducdo da apoptose é observada em células infectadas pelo ZIKV através da presenca
de caspase-3, que pode ser induzida a partir de fatores pré-apoptoticos em células infectadas
(OLMO et al., 2017). Ghouzzi e colaboradores relataram que a proteina supressora de tumor
p53 também estd implicada na apoptose mediada pelo ZIKV, ja que a inibicdo da p53 por
inibidores farmacoldgicos ou através da fosforilacdo do Serl5, limita a apoptose induzida por
ZIKV em progenitores neurais (GHOUZZI et al., 2016). A p53 também esta correlacionada
com a ativacdo da transcricdo de varios genes pré-apoptoticos, incluindo Bax, Noxa e Puma,
enquanto suprime genes antiapoptoticos, como a survivina, resultando na ativagdo da via de
apoptose (AMARAL et al., 2010).

Foi relatado que o ZIKV induz a via de sinalizacdo intracelular chamada resposta a
proteinas ndo dobradas (Unfolded Protein Response — UPR) no cortex cerebral fetal humano,
cérebro embrionario de camundongo e células-tronco neurais humanas in vitro (GLADWY N-
NG et al., 2018). Essa via é ativada para aliviar o estresse do reticulo endoplasmatico, que sofre
rearranjos pela formacao dos complexos de replicacdo (GILLESPIE et al., 2010). Se o estresse
ndo esta sob controle a UPR induz a degradacdo autofagica seletiva do reticulo (Fagia-ER) ou
apoptose (HETZ, 2012). Existem trés proteinas residentes no reticulo endoplasmatico que sdo
0s principais pontos de regulacdo da ativacdo da via UPR, que s&o a quinase e endonuclease
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IRE1, a quinase PERK e o fator de transcri¢do com ziper de leucina ATF6 (SCHRODER,
2008). Ja foi demonstrado que defeitos neurogénicos associados ao ZIKV foram diminuidos
pela inibicdo da PERK, e que a inibi¢do da IRE-1a reduziu a replicacdo em células corticais
(GLADWYN-NG et al., 2018).

Estudos de infeccéo in vitro de células placentarias humanas mostraram que 0 ZIKV se
replica nas células de Hofbauer, trofoblastos e células endoteliais fetais, e que assim induzem
a expressao de genes antivirais (QUICKE et al., 2016; TABATA et al., 2016). Em experimentos
in vivo foi observado que o ZIKV infectou diferentes trofoblastos, como os
espongiotrofoblastos, trofoblastos mononucleares e sincitiotrofoblasto (MINER et al., 2016a).
Em humanos e camundongos, 0 ZIKV mostrou-se ser capaz de infectar ndo apenas feto e
placenta, mas também os olhos, com deteccdo de RNA viral em lagrimas e cornea (MINER et
al., 2016b; SUN et al., 2016), o trato reprodutivo masculino, estando associado a dano tecidual
testicular, oligospermia e deteccdo de RNA viral no sémen (MA et al., 2016; MANSUY et al.,
2016; NICASTRI et al., 2016); e trato reprodutivo feminino, com relatos de deteccdo do RNA
em muco cervical humano (MURRAY et al., 2017; PRISANT et al., 2016). Em cérebros de
criangas com microcefalia que morreram e em placentas de mulheres que sofreram aborto
espontaneo foi detectado o RNA viral (BHATNAGAR et al., 2017). Em primatas ndo-humanos
0 RNA foi identificado em tecidos fetais e maternos, com maior carga observado na placenta
(ADAMS WALDOREF et al., 2016).

J& se demonstrou que o ZIKV também é capaz de infectar neur6nios maduros, mas
infecta preferencialmente células progenitoras neurais humanas (hNPCs), podendo desencadear
a apoptose (ONORATI et al., 2016; TANG et al., 2016), e consequentemente alteracdes no
desenvolvimento do cértex cerebral fetal, sendo um mecanismo potencial para microcefalia.
Em organoides cerebrais humanos, a infec¢do levou a uma redugdo nas zonas proliferativas e
camadas corticais, causando uma diminuigdo no tamanho do organoide (DANG et al., 2016).
Em camundongos, o virus infecta diferente linhagens neuronais e causa parada do ciclo celular,
apoptose e inibicdo da diferenciagdo de células progenitoras neurais, afetando assim o
desenvolvimento cortex cerebral dos embrides (CUGOLA et al., 2016; LI, C. et al., 2016; WU
et al., 2016). Além disso, a diferenciacdo e migracdo de neurdnios em cérebros em
desenvolvimento podem ser alterados (BAYLESS et al., 2016; JIANG et al., 2018).

Em camundongos adultos imunocompetentes (Ifnarl -/-) foi observado acumulo do
virus no sangue, baco, cérebro, medula espinhal, rim e olho, apos utilizacdo de isolados clinicos
(LAZEAR et al., 2016; LI, H. et al., 2016; MA et al., 2016; MINER et al., 2016b). Também foi

observado caracteristicas proximas a doenca humana, como infeccao placentéria e transmissao
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transplacentaria, doenca neuroinvasiva e paralisia de membro. A infec¢do por via congénita
através da via subcutaneo ou intravaginal nesses camundongos apresentou anormalidades,
como restricdo de crescimento intra-uterino e morte fetal (MINER et al., 2016a; YOCKEY et
al., 2016).

Em macacos rhesus, achados apontam que a replicacédo precoce do ZIKV é parcialmente
restrita por respostas precoces de interferon, que é entdo controlada no sangue periférico por
anticorpos neutralizantes especificos do virus entre os dias 6 e 10 de infec¢do (AID et al., 2017).
Nos seres humanos, o ZIKV antagoniza a resposta do interferon do tipo 1 (IFN), através em
parte da proteina NS5, que promove a degradacdo proteossomal do STAT2 (GRANT et al.,
2016; KUMAR et al., 2016). No entanto, no sistema nervoso central, nodulos linfaticos e
tecidos gastrointestinais, o virus pode persistir por um periodo de tempo mais longo,
possivelmente como resultado da ativacdo do mTOR, das vias pro-inflamatérios e anti-
apoptoticos que promovem a sobrevivéncia de células infectadas, além da exclusdo de

anticorpos especificos do virus no LCR (AID et al., 2017).
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3 JUSTIFICATIVA

O aumento dos casos de infeccdo pelo virus Zika representa um sério problema de satde
publica no Brasil e no mundo e possuem um alto potencial epidémico, ocorrendo por diversos
fatores, desde a distribui¢éo geografica dos vetores, a variedade de sinais clinicos inespecificos,
e principalmente, a pouca ou total falta de apoio laboratorial e medidas imunoprofilaticas.

A proteina NS5 dos flavivirus utilizam de estratégias para atingir as vias de sinaliza¢éo
do hospedeiro e podem modular a respostas imune do hospedeiro, além disso, trabalhos ja
demonstraram sua translocacdo para o nucleo. A sua localizacdo nuclear pode interferir na
maquinaria de transcrigdo e modular o mecanismo de splicing.

Dessa maneira, dados que contribuam para uma melhor compreensao da distribuigéo
intracelular bem como da interacdo das proteinas virais em células hospedeiras, poderiam levar
a estudos que levem a novas terapias confiaveis destinadas a atenuar a infeccao. Dado o impacto
substancial da infeccdo por ZIKV, ha uma necessidade urgente de estudos que busquem

compreender a interagdo entre o virus e o hospedeiro.
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4 OBJETIVOS

Este tdpico apresenta o objetivo geral e objetivos especificos.

4.1 Objetivo Geral

Avaliar a relacdo entre a compartimentalizacéo da proteina NS5 do virus Zika e sua

interacdo com proteinas das células hospedeiras.

4.2 Objetivos Especificos

a) Investigar a compartimentalizacdo da proteina viral em células transfectadas

expressando a NS5;
b) Identificar potenciais proteinas do hospedeiro que possam interagir com a regido NS5
do ZIKV;
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5 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

Este topico apresenta os procedimentos metodologicos realizados no decorrer do
trabalho: local do experimento, linhagens celulares, virus Zika, plasmideos contendo o gene
NS5 do virus Zika, clonagem, infeccao, transfeccéo, fluorescéncia, investigacao da expressdo
da proteina NS5 por western blot, imunoprecipitacdo e espectrometria de massas e aspectos

éticos.

5.1 Local do Experimento

O Instituto Aggeu Magalhdes (IAM) da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ -
Pernambuco) contém laboratérios de pesquisa e inovacdo que possuem toda a infraestrutura
necessaria para o pleno desenvolvimento do projeto, apresentando equipamentos laboratoriais
modernos que viabilizam a execucdo do mesmo. O Laboratério de Virologia e Terapia
Experimental (LaViTE) também dispde de um laboratoério de cultura celular completo. Todos
0s procedimentos operacionais padrdo usados no IAM seguem o0s regulamentos de
biosseguranca descritos no Plano Quadrienal da FIOCRUZ 2005/2008, e ISSO 17025, além de
conter todos os equipamentos requeridos para nivel de seguranca 2, de acordo com a Lei
11.105/2005 da CTNBiIo.

5.2 Linhagens Celulares

Este tépico apresenta linhagens celulares utilizadas no decorrer do trabalho: células
VERO e células HEK293T.

5.2.1 Células VERO (ATCC® CCLEI™)

As células VERO correspondem a linhagem de rim de macaco-verde africano e foram
obtidas originalmente da American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, EUA) e
cultivadas em garrafas T-75 a 3 x 10° células por garrafa em meio MEM (Gibco™)
suplementado com 10% de SFB e solucdo de antibiético PEN/STREP (1%). Depois disso as

células foram mantidas em estufa a 37°C numa atmosfera de 5% de CO..



42

5.2.2 Células HEK293T (ATCC® CRL-3216™)

As células HEK293T correspondem a linhagem derivadas de células de rim embrionério
humano, diferentemente da HEK293, expressam constitutivamente o antigeno T do SV40
(simian virus 40), que permite a replicacao de vetores contendo a origem de replicacdo SV40
nas células de mamiferos. Foram obtidas da American Type Culture Collection (ATCC,
Manassas, EUA) e cultivadas em garrafas T-75 a 3 x 106 células por garrafa em meio DMEM
(Gibco™) suplementado com 10% de SFB e solugdo de antibiético PEN/STREP (1%). Depois

disso as células foram mantidas em estufa a 37°C numa atmosfera de 5% de CO..

5.3 Virus Zika

Este topico apresenta procedimentos utilizados com o virus Zika no decorrer do

trabalho, como identifica¢do do virus, producdo do estoque e titulacéo.

5.3.1 Identificacdo da amostra viral

A cepa brasileira, denominada ZIKV/H.sapiens/Brazil/PE243/2015 utilizada nos
experimentos foi isolada no segundo dia apds o aparecimento dos sintomas da infeccdo em uma
paciente de 19 anos, residente da cidade do Recife, capital pernambucana, em maio de 2015. O
isolamento do virus ocorreu no LaViTE e foi doado pela Dra. Marli Tendrio, pesquisadora
sénior do mesmo (DONALD et al., 2016).

5.3.2 Producéo do Estoque Viral

Uma amostra do virus foi inoculada em células VERO (ATCC) e incubada em estufa a
37°C em atmosfera de 5% de CO: por 5 dias até que se observasse efeito citopatico no tapete
celular. Posteriormente, a garrafa de cultura passou por um ciclo de congelamento e
descongelamento e a suspensédo foi transferida para um tubo Falcon e entdo centrifugada a
400RCF por 10 minutos em temperatura de refrigeracdo (4°C). Apds a centrifugacdo, o
sobrenadante, o qual contém as particulas virais, foi aliqguotado em criotubos em um volume de
ImL.
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5.3.3 Titulagdo do Estoque Viral

O estoque do virus foi titulado por meio do ensaio de placa. Para tal, células VERO (1
X 10° células/ poco) foram infectadas com diluicGes seriadas dos estoques de virus Zika
coletados anteriormente. Apés 1 hora de adsorcdo em estufa a 37°C e 5% de COg, o inoculo foi
retirado e entdo adicionado 0 meio contendo 1% de carboximetilcelulose em volume final de 2
mL por pogo. Apos 6 dias de infeccdo, as células foram fixadas com formalina e, logo em
seguida, coradas com cristal violeta 3% e o numero total de placas foi determinado por

contagem a olho nu. Os valores foram expressos em unidades formadoras de placa (PFU/ml).

5.4 Plasmideos contendo o gene NS5 do ZIKV

Este tdpico apresenta os plasmideos que contem o gene NS5 do virus Zika utilizados no
decorrer do trabalho: pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro_NS5 e NS5-eYFP-pCDNA.

5.4.1 pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro_NS5

Os plasmideos contendo o gene NS5 do ZIKV foram gentilmente cedidos pelos Qiming
Liang e Jae U. Jung, pesquisadores da Escola de Medicina da Universidade do Sul da California
(LIANG et al., 2016). O gene inserido é da cepa africana MR766. Possui um tamanho total de
10072 bp, e 0 gene 2714pb (llustracdo 9). O plasmideo é composto por regides pCDH, que
indica vetor lentiviral de cDNA; CMV é a regido promotora de citomegalovirus; MCS € a regido
de multicloning site (local onde o inserto foi inserido) e o EF-1fator de elongacdo que garante

a expressdo de puromicina.

5.4.2 NS5-eYP-pCDNA

Os plasmideos contendo o gene NS5 do ZIKV foram gentilmente cedidos pelos Jan
Rehwinkel e Jonny Hertzog, pesquisadores da Universidade de Oxford (HERTZOG et al.,
2018). O gene esta inserido em plasmideos pPCDNA3.2™/V-5-DEST, e 0 gene inserido é da
cepa brasileira Natal RGN, possuindo um tamanho total de 9045 bp (llustracédo 10). O
plasmideo é composto por regides CMV € a regido promotora de citomegalovirus; a tag V5 C-

terminal para facil deteccédo; gene de resisténcia a neomicina para selecdo estavel; gene de
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resisténcia a ampicilina e origem pUC para selecdo e manutencao em E. coli. Além disso, possui

0 eYFP, proteina fluorescente amarela.

llustracdo 9. Representacdo do plasmideo pPCDH-CMV-MCS-EF1-Puro_NS5 contenho o gene da proteina NS5.

pEDH -CMV-MEC-EF -Puro_HES

Fonte: Adaptado de Liang et al. (2016).

lustracgéo 10. Representacdo do Vetor NS5-eYFP-pCDNA contenho o gene da proteina NS5 e a proteina
fluorescente amarela (eYFP).

NS5.eYFP-pCONA
9045 bp

%

Fonte: Adaptado de Hertzog et al. (2018).

5.5 Clonagem

Este topico apresenta procedimentos utilizados com os plasmideos no decorrer do
trabalho, como preparacdo de células quimiocompetentes, transformacédo, extracao plasmidial,

digestdo enzimatica e sequenciamento.
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5.5.1 Preparacao de células DH5a quimicompetentes

Bactérias E.coli, cepa DH5a (utilizadas para clonagem génica) obtidas comercialmente,
foram tornadas quimicamente competentes para a recepcdo de DNA plasmidial por meio de
tratamento a base de cations bivalentes. Uma colonia foi inoculada em cinco mililitros (mL) de
meio Luria Bertani (LB) (1% triptona, 0,5% extrato de levedura, 1% NacCl), e submetida a
crescimento a 37°C, 225 rota¢des por minutos (rpm), a overnight. Apds esse periodo, o pré-
indculo dessa cultura foi transferido para 500 mL de meio LB, e submetidos a agitacdo de
225rpm, a 37°C, até a cultura atingir uma densidade optica (OD) entre 0,5 e 0,6
(aproximadamente 2x108 células/mL) no comprimento de onda de 600 nm.

As células foram resfriadas em gelo durante uma hora, e transferidas para tubos de
polipropileno gelados para serem centrifugadas a 4°C, 5500 rpm, por cinco minutos. As células
foram mantidas a temperatura de aproximadamente 4°C em todos o0s passos subsequentes. O
sobrenadante foi removido, e as células foram totalmente ressuspensas em 30 mL de solugao
100 milimolar (mM) de cloreto de calcio (CaCly) gelada. Apds 30 minutos de incubagcdo no
gelo e nova centrifugacdo a 4°C, 5000 rpm por sete minutos, as células foram ressuspensas em
cinco ml de solugao 100 mM CaCl., gelada, acrescida de 15% glicerol, aliquotadas e
armazenadas a -80°C. A eficiéncia de transformacdo das células foi verificada através da
contagem do namero de transformantes obtidos com 1ug de plasmideo de DNA pUC19 (Sigma-
Aldrich).

5.5.2 Transformacéao

Os plasmideos correspondentes ao segmento o gene da proteina ndo-estrutural 5 foram
introduzidos em células procaridticas (Escherichia coli) da cepa DH5a, para isso, foram
adicionados 1,5 uL do DNA plasmidial em 40uL de células competentes, € no controle negativo
foi mantido apenas as células competentes. Cada mistura foi submetida a um ciclo térmico de
30 minutos em banho de gelo, 50 segundos a 42°C e 2 min em banho de gelo, entdo, adicionou-
se 250 puL de meio LB liquido em cada eppendorf. Os tubos foram incubados por 1h a 37°C em
banho maria, para a regeneragdo das células e posteriormente centrifugados por 10min a 3000
rpm. Apods esse processo, foi inoculado 50 pL da solugdo em meio LB so6lido com 100pug/mL
de ampicilina (para a selecdo das coldnias), sendo incubadas overnight a 37°C para o

crescimento bacteriano.
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5.5.3 Extracao plasmidial

Colonias foram selecionadas e inoculadas em 100 mL de meio LB liquido com
100mg/mL de ampicilina, e incubadas em agitador orbital a 37°C sob agitagcdo de 180rpm
(rotagcdes por minuto) a overnight. Apds esse periodo, a cultura bacteriana foi colocada em
tubos conicos de 50mL e centrifugada a 5000g por 10min. O DNA plasmidial foi extraido
utilizando o kit PureYield™ Plasmid Midiprep System (Promega), conforme instrugdes do
fabricante. Apds a extracdo o DNA plasmidial foi quantificado e observado em gel de agarose

para confirmar a presenca de DNA nas coldnias selecionadas.

5.5.4 Digestdo do DNA plasmidial com enzimas de restricéo

Os ensaios de digestdo serdo realizados num volume final de 15 pL, contendo no
méaximo 5ug de DNA. O tampao da reacdo foi utilizado de acordo com o fabricante; agua
deionizada e as enzimas de restricdo para cada plasmideo. A reacgdo foi incubada por 8h na
temperatura indicada para cada enzima e depois inativadas por 20 minutos a 65°C. A analise
foi através da migracéo por eletroforese.

Nos plasmideos pPCDH-CMV-MCS-EF1-Puro_NS5 as enzimas envolvidas na digestdo
especifica na borda do gene de interesse foram Notl e Nhel, e na digestdo que clivam parte do
vetor e parte do gene foram Sphl e Xbal. Nos plasmideos NS5-eYFP-pCDNA, foram utilizadas
as enzimas Notl e Sacl, e BamHI e Smal, respectivamente.

5.5.5 Sequenciamento do Gene

Apos a extracdo do DNA plasmidial, 3 clones de cada vetor foram enviados para o
sequenciamento no Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas (NPT), do proprio Instituto Aggeu
Magalhaes, que utiliza o aparelho Applied Biosystem 3500xL Genetic analyzer. As sequéncias
de nucleotideos obtidas do sequenciamento dos plasmideos foram analisadas atraves o
programa CLC Main Workbench e comparadas com dados genéticos depositadas no GenBank.

As sequéncias dos oligonucleotideos utilizados no plasmideo pCDH-CMV-MCS-EF1-

Puro_NSb5 séo citadas no quadro 1:
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Quadro 1. Oligonucleotideos externos e internos utilizados na amplificacdo do gene da NS5 do plasmideo

pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro_NS5.

Primer Orientacao Sequéncia
NS5F Forward 5’-CACGCTGTTTTGACCTCCATAGA-3’
NS5R Reverse 5’-TAGGCACCCGTTCAATTGC-3’
NS5int-F Forward 5’-AATGCAGCACTGGGAGCA-3’
NS5int-R Reverse 5’-AGGTGGTGTTCTCTCTCCCTAT-3
NS5intF.2 Forward 5’-GAGTTACAGGAATAGCCATGACT-3’
NS5intR.2 Reverse 5’>-TTCGACTCCACCTCCTGAGT-3’

Fonte: Autor.
As sequéncias dos oligonucleotideos utilizados no plasmideo NS5-eYFP-pCDNA séo

citadas no quadro 2:

Quadro 2. Oligonucleotideos externos e internos utilizados na amplificacdo do gene da NS5 do plasmideo NS5-

eYFP-pCDNA.

Primer Orientacdo Sequéncia

pCDNAF1.1 Forward 5’-CCCAAGCTGGCTAGTTAAGC-3”
pCDNAR1.2 Reverse 5’-GGTCATGGCTATTCCTGTGAC-3’
pCDNAF2.1 Forward 5’-CGGAAACGTGGTTCTTTGAC-3’
pCDNAR2.2 Reverse 5’>-CTCTTGTGTGTCCTTCCTAACT-3’
pCDNAF3.1 Forward 5’-GCAGTCAGTGGAGATGATTGC-3’
pCDNARS3.2 Reverse 5’-CGTCCTCCTTGAAGTCGATG-3’

pCDNAF4 Forward 5’-ATCTTCTTCAAGGACGACGG-3’

Fonte: Autor.

5.6 Infeccéo

As células HEK?293T, na quantidade 4x10° células por frasco de cultivo T-75¢cm? foram
infectadas na multiplicidade de infeccdo (MOI) de 1 e 5. As células foram infectadas 24h pds
repique, ao apresentarem confluéncia entre 80% a 90%. A adsorcdo foi realizada por um
periodo de 2h, a 37°C, em atmosfera de 5% de CO; saturado e foram homogeneizadas a cada
15 minuto. Apos esse periodo, o volume das garrafas foi completado para 15mL com meio
suplementado com 2% de SFB, 1% de PEN/STREP. As células foram mantidas nas condi¢des
de incubacgdo por 48h e 72h pdés-infecgdo, posteriormente foram lisadas e o extrato proteico

obtido foi armazenado para analise de western blotting.
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5.7 Transfecgao

As células HEK293T foram semeadas a uma densidade de 4 x 10® em garrafas de cultura
T75. Ap0s 24 h, foram transfectados com 20 pg de DNA plasmidial ¢ 20 pL de Lipofectamina
2000 (Invitrogen) em meio Opti-MEM (Gibco), incubados por 24h a 37°C, 5% COg, apds esse
periodo houve a troca do meio de cultura para um completo com soro e antibiotico. As células
foram mantidas nas condicGes de incubacdo por 48h e 72h pds-transfeccdo, posteriormente
foram lisadas e o0 extrato proteico obtido foi armazenado para analise de western blotting. Foi
usada uma concentracao de DNA recomendada pelo fabricante para os ensaios de transfeccéo

e padronizada pela equipe.

5.8 Fluorescéncia

Com o objetivo de analisar a compartimentalizacdo e expressédo da NS5 foi observado a
expressdo do plasmideo NS5-eYFP-pCDNA através da visualizagdo da proteina fluorescente
amarela (YFP) fusionada a NS5, que foram visualizados utilizando microscépio de
epifluorescéncia e confocal. Para tal, 1,5x10° células HEK293T foram cultivadas em placas de
24 pocos contendo uma laminula circular de 13mm (Knittel) ao fundo de cada poco para que as
células fossem aderidas a superficie da laminula. Apés 24h de incubagdo em estufa, um grupo
de células foram transfectadas com os plasmideos, e mantidas em estufa por 48h, apds esse
periodo os sobrenadantes foram desprezados e os tapetes celulares fixados com 500uL de
paraformaldeido (PFA) a 4,0% (Electron Microscopy Sciences) por 15 minutos a temperatura
ambiente. Apos fixacdo as células foram lavadas com PBS (por 3 vezes) e permeabilizadas com
Triton X-100 (Sigma-Aldrich®) a 0,1% por 10 minutos, também a T.A. Ap0s permeabilizacéo,
foi realizada a etapa de bloqueio utilizando 500uL de gelatina porcina 0,2% (Sigma-Aldrich®)
por 20 minutos a 37°C. Ap0s incubagdo, mais uma etapa de lavagem com PBS foi realizada e
entdo as laminas foram montadas com ProLong Diamond Antifade Mountant com Dapi
(Invitrogen™), este utilizado para corar o ndcleo das células. As laminas foram visualizadas
em microscopio de epifluorescéncia Leica DMI 4000 B e confocal, e posteriormente analisadas

com auxilio do software Fiji Image J.
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5.9 Investigacao da expressao da proteina NS5 por Western Blot

As células transfectadas e infectadas coletadas anteriormente foram lisadas em tampéo
de lise RIPA (Sigma Aldrich, Burchs, SG, Switzerland) contendo inibidores de Proteases e
Fosfatases (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, EUA), e incubadas por 30min no gelo.
Apobs a lise as amostras foram centrifugadas a 14000 rpm por 30 minutos a 4 °C para eliminagéo
de material genético precipitado. A dosagem de proteinas foi realizada pelo método de Bradford
usando reagente comercial, seguindo as instruc¢des do fabricante (Sigma Aldrich, Burchs, SG,
Switzerland).

As amostras foram diluidas em tampdo de Laemmli a fim de se obter a quantidade de
40ug por 20 pL, foram desnaturadas a 95°C durante 5 minutos e aplicadas as canaletas do gel
de poliacrilamida. Os lisados foram separados por SDS-PAGE em gel de
acrilamida/bisacrilamida a 10% (BIO-RAD, Hercules, Califérnia, U.S.A.) e as proteinas
transferidas para membranas de PVDF a 15V por 60 minutos em um sistema semi-dry de
transferéncia (Semidry Tranfer Cell, BIORAD). O bloqueio foi realizado por 2 horas em
agitacdo branda com tampéo de bloqueio (5% leite desnatado em PBS+ 0,1% Tween 20) a
temperatura ambiente. Anticorpos primarios anti-NS5 Zika (Genetex, diluicdo 1:2000) e anti-
V5 (Thermo Fisher, diluicdo 1:5000) foram diluidos em solucdo 0,5% de albumina sérica
bovina (BSA) e incubados a overnight sob agitacdo branda. A membrana foi lavada 5 vezes por
5 minutos, seguida por 1 hora de incubacdo com o anticorpo secundario conjugado com
peroxidase (Anti-Mouse 1gG e Anti-Rabbit HRP) diluido em tamp&o de bloqueio. Ap6s uma

série de lavagens as membranas foram reveladas no equipamento LAS 500.

5.10 Imunoprecipitagdo e espectrometria de massas

Apos confirmado por Western blot a presenca das proteinas nos lisados celulares, as
mesmas foram imunoprecipitadas com o anticorpo V5 Tag (Thermo Fisher, R960-25) ou
anticorpo anti-NS5 Zika (Genetex) com de 25 ul de esferas magnéticas de proteina G
(Invitrogen). Para tal fim, procedeu-se com a incubagao de 1000ug do lisado proteico com o
anticorpo por overnight a 4°C, no outro dia o0 complexo NS5-anticorpo foi incubado por 1h a
4°C com as esferas magnéticas de proteina G. Posteriormente, houve a separacdo magnética e
coleta do lisado ndo ligado, apos esse processo foram realizadas 3 lavagens com PBS

adicionado de inibidor de protease para remocdo das ligagcdes inespecificas do complexo
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precipitado NS5-anticorpo-esferas. As proteinas precipitadas foram eluidas por meio da adicao
de tampao de amostra para gel SDS-PAGE.

As proteinas imunoprecipitadas (IP) e as proteinas ndo ligadas foram fracionados em
gel SDS-PAGE 10%, e analisadas por Western-blot com anticorpo primarios anti-NS5 Zika
(Genetex, diluicdo 1:2000) e anti-V5 (Thermo Fisher, diluicdo 1:5000), e secundarios anti-
Mouse IgG (diluicdo 1:10000) e anti-Rabbit (diluicdo 1:30000). Apos a confirmacédo da co-
imunoprecipitagdo por Western blot as amostras das IPs foram fracionadas em novo gel SDS-
PAGE 12%, mas a corrida foi interrompida quando as amostras entraram na malha de
poliacrilamida mais concentrada do gel. O gel foi entdo corado com azul de Comassie Blue
250-R (staining) e depois descorado durante a noite com a solugdo descorante (metanol, &cido
acetico e agua destilada).

O conjunto de proteinas foi entdo excisado do gel e enviado em tubos de microcentrifuga
com agua destilada para a subunidade RPTO2H - Espectrometria de Massas - PR no Instituto
Carlos Chagas da Rede de Plataformas Tecnologicas/ Fiocruz que realiza a analise protedbmica
baseada em nano cromatografia liquida acoplada a ionizacdo eletrospray e espectrometria de
massas sequencial (nanoLC-ESI-MS/MS), utilizando o espectrometro de massas LTQ Orbitrap
XL ETD (Thermo Scientific).

A selecdo dos alvos enriquecidos resultantes do espectrometro de massas foi calculada
por meio do Microsoft excel, através da razdo do LFQ de massa da amostra teste (provenientes
das imunoprecipitacGes dos lisados das células transfectadas) pela amostra controle (lisado das
células ndo transfectadas). Entdo foi organizada uma lista com a razdo das proteinas, nimero
de vezes que essa amostra € maior que o controle, do maior para o menor, e foi adotado um
score de razdo acima de 3. Diante disso, esses dados foram analisados levando em consideracéo
seus processos biologicos, localizacéo e citagdes da literatura, o banco de dados de proteinas

humanas utilizados foi o UniProt.

5.11 Aspectos Eticos

O estudo ndo necessitou de aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos nem do Certificado de Licenca do Comité de Etica no uso de Animais, pois ndo
utilizou de nenhum material proveniente de amostras humanas nem envolveu o uso de animais
vertebrados. O presente projeto, de nimero 06/2018, foi aprovado na Comissdao Interna de

Biosseguranca (CIBio/CPgAM) para projetos que envolvem OGMs.
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6 RESULTADOS

Este topico apresenta os resultados obtidos no decorrer do trabalho: titulacdo do estoque
viral, expansdo dos plasmideos, confirmacdo dos genes por digestdo enzimatica,
sequenciamento dos genes contidos nos vetores, analise da expressdo da proteina NS5,
fluorescéncia em células HEK293T, imunoprecipitagdo dos complexos proteicos e

espectrometria de massas.

6.1 Titulacéo do estoque viral

O estoque de virus foi realizado com o objetivo de comparagéo da expressdo do NS5 no
ensaio de western blot entre os grupos transfectados e infectados. A titulacdo viral do estoque
foi realizada com o ensaio de placa — PFU em placa de 24 pogos, no qual placas de lise
individualizadas e visiveis foram contadas, como mostra a llustracao 11, alcangando o titulo
1,2x106 PFU/mL.

llustracéo 11. Perfil da titulagdo por formagdo de placa (PFU).

10! 105
102 106
103 107
104 C-

Fonte: Autor.
Legenda: A figura ilustra uma placa de 24 pocos, no qual os trés ultimos pogos da linha 4 correspondem ao controle
negativo. O restante dos pogos corresponde as dilui¢des seriadas 1:10. Todos os pontos foram feitos em triplicata.

6.2 Expanséo dos plasmideos

A qualidade e concentracdo do DNA plasmidial extraido pelo kit PureYield™
Plasmid Miniprep System da Promega, foi medido através da eletroforese em gel de agarose a

1% e, subsequentemente, analisadas através das leituras em espectrofotdmetro.
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Ambos plasmideos foram amplificados como demonstrado pela llustracéo 12 para o
plasmideo pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro_NS5, e llustracdo 13 para o plasmideo NS5-eYFP-
pCDNA.

llustragdo 12. Eletroforese dos plasmideos pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro_NS5 amplificados.

Fonte: Autor.
Legenda: M) Marcador de tamanho molecular (1kb DNA Ladder NEB); 1), 2), 3), 4), 5) e 6) plasmideo de
interesse aplicado ap0s extracdo em gel de agarose a 1%.

llustracgéo 13. Eletroforese dos plasmideos NS5-eYFP-pCDNA amplificados.

10kb
8kb
6kb

Fonte: Autor.
Legenda: M) Marcador de tamanho molecular (1kb DNA Ladder NEB); 1), 2), 3), 4), 5) e 6) plasmideo de
interesse aplicado ap0s extracao em gel de agarose a 1%.
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6.3 Confirmacao dos genes por digestdo enzimatica

Apos transformagéo por cada vetor contendo o gene NS5, clones foram selecionados
para a preparacdo de DNA plasmidial. O DNA extraido foi enzimaticamente clivado para
conferir a identidade dos genes de interesse, foi realizado uma digestdo especifica nas bordas
do gene de interesse e uma digestdo que clivam parte do vetor e parte do gene. Posteriormente
o0s produtos das reac¢des da digestdo foram migrados em gel 1% agarose.

Nos plasmideos pPCDH-CMV-MCS-EF1-Puro_NS5 foi submetido ao tratamento com
as enzimas de restricdo Notl e Nhel para liberacdo do gene, e Sphl e Xbal para confirmacao do
vetor. Na primeira digestdo com Notl e Nhel ha a formacéo de duas bandas, uma com 7354pb
e outra com 2718pb (llustracdo 14A), na segunda digestdo com Sphl e Xbal ha a formacéo de
trés bandas, uma com 6322pb, uma 2182pb e uma com 1568pb (llustracdo 14B). Todos os
clones obtidos liberaram fragmentos de tamanho esperado, confirmando o sucesso das

estratégias de clonagem dos vetores (llustracédo 15).

llustracéo 14. Simulacéo do perfil da corrida eletroforética dos produtos da digestdo do pCDH-CMV-MCS-
EF1-Puro_NS5.

A B

10.0 kb
8.00kb

6.00 kb
5.00 kb

10.0 kb
8.00 kb

6.00 kb
5.00 kb

4.00 kb 4.00 kb

3.00kb 3.00 kb

2.00kb 2.00 kb

1.50kb 1.50 kb

1.00 kb

1.00 kb

Fonte: Autor.

Legenda: Simulagdo realizada no GenomeCompiler para comparacdo e confirmagdo dos tamanhos de bandas
obtidas. A- Simulagdo da construcdo pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro_NS5 digerida com Notl e Nhel; B- Simulagdo
da construcdo pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro_NS5 digerida com Xbal e Sphl.
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llustragéo 15. Perfil da corrida eletroforética dos produtos da digestdo do pPCDH-CMV-MCS-EF1-Puro_NS5
obtida.

10.000pb

3.000pb

2.000pb

1.500pb

Fonte: Autor.

Legenda: Gel de agarose a 1% do DNA plasmidial apds digestdo com diferentes enzimas de restri¢des. M: Padrdo
de peso molecular 1kb. 1- Constru¢cdo pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro_NS5 néo digerida; 2.1- Construgdo pCDH-
CMV-MCS-EF1-Puro_NS5 digerida com Notl e Nhel possuindo um tamanho de aproximadamente 7354pb; 2.2-
Construcdo pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro_NS5 digerida com Notl e Nhel possuindo um tamanho de
aproximadamente 2718pb; 3.1- Construcdo pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro_NS5 digerida com Xbal e Sphi
possuindo um tamanho de aproximadamente 6322pb; 3.2- Constru¢do pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro_NS5
digerida com Xbal e Sphl possuindo um tamanho de aproximadamente 2182pb; 3.3- Constru¢do pCDH-CMV-
MCS-EF1-Puro_NS5 digerida com Xbal e Sphl possuindo um tamanho de aproximadamente 1568pb.

Nos plasmideos NS5-eYFP-pCDNA as enzimas utilizadas para a digestdo para
liberacdo do gene foi Notl e Sacl, e na digestdo que cliva parte do vetor e do gene foi usado
BamHI e Smal. Na primeira digestdo com Notl e Sacl ha a formag&o de duas bandas, uma com
6133pb e outra com 2912pb (llustracdo 16A), na segunda digestdo com BamHI e Smal ha a
formagéo de duas bandas, uma com 5171pb e uma 3874pb (llustragéo 16B). Todos os clones
obtidos liberaram fragmentos de tamanho esperado, confirmando o sucesso das estratégias de

clonagem dos vetores (llustragéo 17).
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llustragéo 16. Simulacéao do perfil da corrida eletroforética dos produtos da digestdo do NS5-eYFP-pCDNA.

A B

10.0 kb
8.00 kb

6.00 kb
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150k0 150 kb

1.00 kb 1.00 kb

Fonte: Autor.

Legenda: Simulagdo realizada no GenomeCompiler para comparacdo e confirmagdo dos tamanhos de bandas
obtidas. A- Simulagéo da construcdo NS5-eYFP-pCDNA digerida com Notl e Sacl; B- Simulagdo da construcéo
NS5-eYFP-pCDNA digerida com BamHI e Smal.

llustracgéo 17. Perfil da corrida eletroforética dos produtos da digestdo do NS5-eYFP-pCDNA.

10.000pb
5.000pb
3.000pb

Fonte: Autor.

Legenda: Gel de agarose a 1% do DNA plasmidial apds digestdo com diferentes enzimas de restri¢des. M: Padrdo
de peso molecular 1kb. 4- Construcdo NS5-eYFP-pCDNA néo digerida; 5.1- Construcdo NS5-eYFP-pCDNA
digerida com Notl e Sacl possuindo um tamanho de aproximadamente 6133pb; 5.2- Construcdo NS5-eYFP-
pCDNA digerida com Notl e Sacl possuindo um tamanho de aproximadamente 2912pb; 6.1- Construgdo NS5-
eYFP-pCDNA digerida com BamHI e Smal possuindo um tamanho de aproximadamente 5171pb; 6.2- Construcéo
NS5-eYFP-pCDNA digerida com BamHI e Smal possuindo um tamanho de aproximadamente 3874pb.

6.4 Sequenciamento dos genes contidos nos vetores

Os DNA plasmidiais extraidos de 3 clones de cada vetor foram sequenciados nos dois
sentidos usando os primers descritos no Quadro 1 e Quadro 2. As analises pds sequenciamento
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das sequéncias consenso revelaram indice de similaridade de 100% das sequéncias do estudo
com os plasmideos enviados e sequéncias depositadas no banco de dados do GenBank,
confirmando, portanto, que os vetores possuem o gene NS5 do ZIVK, cepa africana (MR766)
(Hustracéo 18), e Natal RGN (llustracdo 19) clonados no seu sitio de clonagem.

llustracdo 18. Eletroferograma parcial do sequenciamento do gene NS5 da cepa africana.

ZIKV - NS5
Cepa MR766

NssintR  —> ATTAGTCAGAGTGCCATTGTCTCGCAACT

—» attagtcagagtgccattgtctcgcaact

NS5F —> ATTAGTCAGAGTGCCATTGTCTCGCAACT

Fonte: Autor.
Legenda: Eletroferograma parcial representando parte da sequéncia obtida por meio do sequenciamento do gene
NS5 inserido no vetor pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro_NS5 usando os primers NS5-F e NS5int-R.

llustracéo 19. Eletroferograma parcial do sequenciamento do gene NS5 da cepa Natal RGN.

3880 35:9[! 390'2! 391[!

' R saa ey sl
" Translate } Consensus ACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCH
V5 conting seq.seq(1>9045) —* | ACGGCAAGCTGACCCTIGAAGTTCATCIGCACCA
Contig_1(1>8045) — | ACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCH
V5 total.seq(l1>9045) — | ACGGCAAGCIGACCCTGAAGTTCATCTIGCACCAY

Contig V5 alig.seq(1>2835) — ’"SGCAkq"'TaACCC'TaAAaTT"AT’“I CACCA

'wA04_V5-2_PR3_01.scf(33>901) <
it

[ACGGCAAGCTGACCCTIGAAGTTIC ~T " TGCRCCR

bl

[RCGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCHRY

wB03_V5-1_PR3_06.scf(14>723) <

Fonte: Autor.
Legenda: Eletroferograma parcial representando parte da sequéncia obtida por meio do sequenciamento do gene
NS5 inserido no vetor NS5-eYFP-pCDNA.

6.5 Analise da expressao da proteina NS5
As amostras proteicas utilizadas foram de 40ug para cada grupo, assim, com

guantidades totais idénticas, pdde-se comparar a expressdo da NS5 nas células infectadas e

transfectadas. As células foram colhidas as 48 e 72 horas apos a infeccdo e transfeccao,
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respectivamente, para avaliacdo da expressdo da NS5 em células HEK293T utilizando analises

de Western blotting.

6.5.1 Plasmideo pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro_NS5

Nesse experimento foram utilizados 3 grupos, o controle negativo (mock), transfectados
com o plasmideo contendo a NS5 e infectados com MOI 1. Os resultados mostraram que houve
expressao da N55 nos tempos 48h e 72h nos grupos transfectados e infectados (llustracéo 20).
As bandas se encontraram fracas principalmente porque o anticorpo utilizado, o anti-NS5, é

policlonal e hd muita formacdo de bandas inespecificas.

llustragéo 20. Anéalise da expressao da proteina NS5 em células HEK293T transfectadas com plasmideo pCDH-
CMV-MCS-EF1-Puro_NS5 e infectadas.
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Fonte: Autor.
Legenda: Analise da expressdo da proteina NS5 por western blot, em células HEK293T transfectadas com o

plasmideo pPCDH-CMV-MCS-EF1-Puro_NS5 e infectadas com ZIKV PE 243. A normalizagéo da
intensidade das bandas foi realizada usando os niveis na proteina GAPDH como controle end6geno. M: Marcador.

6.5.2 Plasmideo NS5-eYFP-pCDNA

Os resultados mostraram a expressdo da proteina NS5 do plasmideo NS5-eYFP-
pPCDNA, que contéem a tag V5, nas 48h e 72h pos-transfeccdo em lisados celulares (llustragdo
21). N&o houve expressdo no mock em ambos os tempos. A deteccdo é realizada com o

anticorpo anti-V5, pois a tag V5 se encontra fusionada a proteina NS5.
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lHustragdo 21. Analise da expresséo da proteina NS5 em células HEK293T transfectadas com plasmideo NS5-
eYFP-pCDNA.

‘g\\ A '\\9 o

®o& V{—?’ ®o° $c,jo

a-V5 - S | 130kDa

a-GAPDH oo — 36 kDa

Fonte: Autor.

Legenda: Andlise da expressdo da proteina NS5, por western blot, em células HEK293T transfectadas com o
plasmideo NS5-eYFP-pCDNA. A normalizagdo da intensidade das bandas foi realizada usando os niveis na
proteina GAPDH como controle endédgeno.

6.6 Fluorescéncia em células HEK293T

A expressdo do gene NS5 do ZIKV foi confirmada ap6s 48h pds-transfeccdo. Como o
a fluorescéncia YFP esta fusionada a proteina NS5, foi apenas observado a fluorescéncia, sem
necessidade de utilizacdo de anticorpos. O controle foi demonstrado na llustragdo 22A,
observa-se apenas a marcacao no nucleo com DAPI em azul sem marcacdo em verde que
indicaria a fluorescéncia de YFP que se encontra fusionada a NS5. Na llustracéo 22B observa-
se células transfectadas com o vetor NS5-eYFP-pCDNA, foi revelado que estas proteinas foram
expressas e localizadas no nucleo das células HEK293T transfectadas, como observado através

da fluorescéncia verde colocalizada com a marcacdo do ntcleo DAPI em azul.
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llustragdo 22. Fluorescéncia indireta em células HEK293T utilizando o plasmideo NS5-eYFP-pCDNA.

Fonte: Autor.

Legenda: (A) Imagens microscopicas de fluorescéncia em células HEK293T sem transfeccdo. (B) Imagens
microscopicas de fluorescéncia em células HEK293T apds o plasmideo NS5-eYFP-pCDNA. As imagens foram
tiradas 2 dias ap6s a transfecgdo. NS5 (verde); DAPI (azul). A barra de escala =10 um.

6.7 Imunoprecipitacéo dos complexos proteicos

Resultados prévios da expressdo do plasmideo NS5-eYFP-pCDNA serviram para a
continuidade dos experimentos, no qual foi realizada a imunoprecipitacdo (IP) com a finalidade
de avaliar os possiveis parceiros funcionais. As amostras deste ensaio foram analisadas por

Western blot e o resultado demonstrou que as proteinas detectadas no imunoprecipitado
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apresentaram os tamanhos esperados de aproximadamente 130 kDa para a proteina NS5
fusionada a tag, ndo sendo identificado no controle. Assim, os resultados confirmam a presenca

da proteina nos imunoprecipitados como visto na llustragéo 23.

llustracdo 23. Andlise da expressao da proteina NS5 em lisados celulares precipitados.

Lisado precipitado
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Fonte: Autor.
Legenda: Andlise da expressdo da proteina NS5, por western blot, dos lisados precipitados da imunoprecipitagdo
das células HEK293T transfectadas com o plasmideo NS5-eYFP-pCDNA.

Ja o lisado ndo ligado de todas as imunoprecipitagdes nao apresentou bandas para a NS5,
indicando que a totalidade das proteinas com a NS5 ficou aderida as esferas magnéticas de
proteina G, sendo detectado no western blot para 0 GAPDH, controle end6geno encontrado em

todas as células (llustragéo 24).

llustragéo 24. Anélise da expressao da proteina NS5 em lisados celulares precipitados.
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Fonte: Autor.
Legenda: Analise da expressdo da proteina NS5, por western blot, dos lisados ndo ligados da imunoprecipitacdo

das células HEK293T transfectadas com o plasmideo NS5-eYFP-pCDNA.
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6.8 Espectrometria de massas

Foram analisados os dados da espectrometria de massas tidos com maior razdo. Estes
dados estdo resumidos na Quadro 1 e levam em conta apenas as proteinas imunoprecipitadas
com o NS5 e substancialmente enriquecidas em relacdo ao lisado celular utilizado como
controle negativo nos experimentos de imunoprecipitacao.

Foram selecionadas as primeiras 54 proteinas mais enriquecidas de acordo com a razao
da intensidade LFQ das amostras transfectadas com o controle. Foi visto que a proteina NS5 foi
a mais abundante dentre todos os peptideos identificados, confirmando assim sua integridade
apos os processos de lise celular e imunoprecipitacdo. A segunda proteina com maior razéo foi
a ZC3H11A, relacionada com a exportacdo de mRNA nuclear.

Os dados revelaram que a proteina NS5 interage com proteinas de transporte nuclear,
como importina 5 (IPO5), importina 7 (IPO7), importina 8 (IPO8) e importina 9 (IPO9). Os
resultados de espectrometria de massas revelaram outras proteinas potencialmente parceiras da
NS5 e envolvidas em processos bioldgicas, como as que atuam no processamento e splicing do
mRNA, na imunidade inata, na interacdo virus-hospedeiro, no ciclo celular, na divisdo celular,
no dano e reparo do DNA, no ritmo biologico, na apoptose e na regulacdo da transcricdo, de
acordo com o banco de dados de proteinas Uniprot.

Também de acordo com o banco de dados de proteinas humanas Uniprot, observamos
que a maioria das proteinas precipitadas estdo localizadas no ndcleo celular, também foi visto
em outras regides como citoplasma, Golgi, reticulo endoplasmatico, mitocondria, peroxissomo,
citoesqueleto e regido extracelular.

Destas algumas também podem ser de ligacdo inespecifica, ou mesmo, podem ter sido
precipitadas junto a maquinaria de traducdo e transcricdo. Os resultados obtidos, contudo,
podem contribuir de forma significativa para o conhecimento da funcao desta proteina e devem

ser alvo de novos estudos para validacdo e confirmagéo da sua interagéo.



Quadro 3. Proteinas imunoprecipitadas com a NS5 em células HEK293T.

(continua)
. Razéo LFQ s .
Identidade Gene (NS5/Ctrl) Processo bioldgico Localizacao
1 Proteina ndo-estrutural 5 — Virus Zika NS5 54212333 Replicacdo RNA viral Nucleo
Proteina da familia dedo de zinco CCCH ]
2 LA ZC3H11A 1252800 Transporte de mRNA, Transporte Nucleo
Provavel RNA helicase DDX20 Processamento mRNA, Splicing , i
3 ’
dependente de ATP DDX20 1133010 MRNA Nucleo, citoplasma
: Interacdo virus-h ir . .
4 Importina 5 IPO5 987380 feragao virus ospefjel o Ncleo, citoplasma
Transporte de proteinas
5 Proteina 4 associada a organela nuclear GEMINA 946653 3 Processamento mRNA, Splicing Nticleo, citoplasma
da gema MRNA
6 Matrin 3 MATR3 757073,3 Imunidade inata Ncleo
) . Transporte ER-Golgi, Transpor ..
7 Subunidade alfa do coatdmero COPA 752706,7 ansporte Go,gl ansporte Golgi, citoplasma
de proteinas
8 Subunidade gama 1 do coatbmero COPG1 680256,7 Transporte ER-GOI,gl’ Transporte Golgi, citoplasma
de proteinas
9 Glicogénio sintase, musculo GYS1 644303,3 Biossintese de glicogénio Citoplasma
10 | Isoleucina - tRNA ligase citoplasmatica IARS 637203,3 Biossintese de proteinas Citoplasma
11 Leucina - RNAt ligase citoplasmatica LARS 545506,7 Biossintese de proteinas Citoplasma
12 Importina 7 IPO7 542076,7 Interagao kus-hospefjelro, Ncleo, citoplasma
Transporte de proteinas
13 U5 Ribonucleoproteina EFTUD? 5187767 Processamento mRNA, Splicing Ntcleo
nuclear pequena 116 kda MRNA




Quadro 3. Proteinas imunoprecipitadas com a NS5 em células HEK293T.
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(continuacao)

. Razéo LFQ s .
Identidade Gene (NS5/Ctrl) Processo bioldgico Localizacao
- . Pr mento mRNA, Splicin ,
14 | Fator de splicing 3B subunidade 1 SF3B1 489666,7 ocessame r:RN . , Splicing Nicleo
Biossintese de acidos graxos,
15 (3R) -3-h|dro>.<|a(:|l-.CoA desidratase de HACD3 475750 Metak?ollslmo de aufjo's graxos, Retlculc? .
cadeia muito longa 3 Biossintese de lipidios, endoplasmatico
Metabolismo lipidico
. . i Mitocondria, nucleo,
16 | Fator 1 indutor de apoptose, mitocondrial AIFM1 474006,7 Apoptose )
citoplasma
Exonucl mpl omi . .
17 xonuclease dolsgpz 4exo eX0ssomico DIS3 459170 Processamento rRNA Ncleo, citoplasma
18 tRNA ligase - Gluta_mato bifuncional / EPRS 442653 3 Biossintese de protelnNas, Regulacéo Citoplasma
prolina da traducéo
Provavel rRNA 28S (citosina (4447) -C Biogénese do ribossomo, ,
19 _ NOP2 424 Ncl
(5)) - metiltransferase © 363.3 Processamento de rRNA cleo
- . Pr mento mMRNA, Splicin ,
20 | Fator de splicing 3B subunidade 3 SF3B3 421296,7 ocessame ;?RN . - Splicing Nicleo
21 Proteina transmembranar 33 TMEM33 418203,3 | Dobragem e maturacdo de proteinas Nucleo, retl,cglo
endoplasmatico
22 Proteina ribossémica 60S L29 RPL29 372227 Tradugéo citoplasma
23 Exportina T XPOT 362216,7 Transporte N(cleo, citoplasma




Quadro 3. Proteinas imunoprecipitadas com a NS5 em células HEK293T.
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(continuacao)

. Razéo LF o N
Identidade Gene (SZSaS(;CtrI? Processo bioldgico Localizacao
Proteina 3 de manutencéo estrutural dos Ciclo celular, Divisdo celular,
24 ¢ SMC3 361253,3 Danos ao DNA, Reparo do DNA, Nucleo
Cromossomos . .
Meiose, Mitose
Ciclo celular, Divisdo celular, Nucleo, regido
o5 RNA citosina C (5) -metiltransferase NSUN2 361196 7 leererjuagao, Mitose, ex.tracAeIuIzilr,
NSUN2 Espermatogénese, Processamento mitocéndria,
de tRNA citoesqueleto
Ritmos biolégicos, Biogénese do
26 Proteina de ligagio a Myb 1A MYBBP1A 359076,7 ribossomo, Regulagéo da Ncleo, citoplasma
transcricao
27 Histona H2A.V H2AFV 339736,7 Organizacdo da cromatina Ncleo
g | Proteina blossmtetlca_purma trifuncional GART 330393.3 Biossintese de purina Citoplasma, regido
adenosina-3 extracelular
. Processamento mRNA, Splicin ,
29 | Fator de processamento pré-mRNA 6 PRPF6 323983,3 T RNA plicing Nucleo
. Apoptose, Interacdao hospedeiro-
go | Proteinalde _proceAssa_mento do RNA RRP1B 321110 virus, processamento de mMRNA, Ncleo
ribossémico ~ .
Regulagéo de transcricdo
31 Proteina nucleolar 56 NOP56 306990 Biogénese do ribossomo Nucleo, citoplasma
Fator iniciacé r 3 . . .
32 ator 3 de Iniciagdo da traduggo EIF3C 305763,3 Biossintese de proteinas Citoplasma
eucariotica, subunidade C




Quadro 3. Proteinas imunoprecipitadas com a NS5 em células HEK293T.
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(continuacao)

. Razédo LFQ s .
Identidade Gene (NS5/Ctrl) Processo bioldgico Localizacéo
Danos ao DNA, Recombinacéo do
33 Proteina complem_entar 6 de reparacgéo XRCCE 302006.7 I?NA, Reparo_ do DNA, Inter_agao Nticleo
raio X virus-hospedeiro, Imunidade inata,
Regulacéo da transcricao
Fator de licenciamento de replicacao de . . .
34
DNA MCM3 MCM3 298503,3 Ciclo celular, Replicacdo do DNA Nucleo
35 Importina 8 IPO8 296060 Transporte de proteinas Nucleo, citoplasma
36 Pequena proteina N associada a SNRPN 275036,7 Processamento de mRNA Ncleo
ribonucleoproteina nuclear
Proteinas de manutencéo estrutural dos Ciclo celular, Divisao celular
37 ’ ) ,
cromossomos 1A SMC1A 268530 Danos ao DNA, Reparo do DNA Nucleo
Biossintese e metabolismo dos
38 Enoyl-CoA redutase de cadeia muito TECR 265880 amdgs gra>_<o,s,_B|ossmtese ? RetlcukI) _
longa metabolismo lipidica, Metabolismo endoplasmatico
de esfingolipidios
Proteina 2 contendo dominio de ligacdo a Processamento mRNA, Splicing )
39 ) ZRANB?2 260210 Nucleo
Ran do dedo de zinco MRNA
Homol roteina 2 mpl - .
40 omologo da Eu?:tlzlolaar do complexo NOC2L 257136,7 | Apoptose, Regulagéo da transcricao Nucleo

Quadro 3. Proteinas imunoprecipitadas com a NS5 em células HEK293T.

(continuacéo)
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. Razédo LFQ . o
Identidade Gene (NS5/Ctrl) Processo biologico Localizacao
Imunidade, Ciclo celular,
. Apoptose, Reparo de DNA, , i
n 2 regulador r m . Ndcleo, lasma,
41 Subunidade 2 reguladora do proteassoma PSMD2 243116 7 Regulacio da transcricio, uc. ~eo citoplasma
26S sem ATPase A o regido extracelular
Modificacdes pds-traducionais de
proteinas
42 Proteina nucleolar 58 NOP58 241810 Biogénese do ribossomo Nucleo
43 Proteina ribossdmica 60S L31 RPL31 233817 Traducio Citoplasma, regio
extracelular
14 RNA helicase DDX18 dependente de DDX18 2279967 Processamento mRNA, Splicing Nticleo
ATP MRNA
Proteina de reparo de incompatibilidade Danos ao DNA, Reparo do DNA, ,
45 MSH 227006,7 ) Ncl
de DNA Msh6 SHb 006, Interacdo virus-hospedeiro cleo
_— . Processamento de rRNA, ,
46 RNA citidina acetiltransferase NAT10 225040 Ncleo
Processamento de tRNA
Fator 3 de iniciacdo da traducao Interacdo hospedeiro-virus, )
47 o ) EIF3D 217716,7 o ) Citoplasma
eucariotica, subunidade D Biossintese de proteinas
48 Importina 9 IPO9 216356,7 Transporte de proteinas Nucleo, citoplasma
Ribonucleoproteina nuclear heterogénea Processamento mRNA, Splicing )
49 HNRNPAO 211640 ) Nucleo
A0 MRNA, Imunidade
50 D|ne|r_1a utoplags;rr_]atlca 1 cadeia DYNCILIL 209823 3 Ciclo celula_r, Interacéo virus- Citoesqueleto
intermediaria leve 1 hospedeiro, Transporte

Quadro 3. Proteinas imunoprecipitadas com a NS5 em células HEK293T.

(concluséo)
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Identidade Gene Razéo LFQ Processo bioldgico Localizacao
(NS5/Ctrl)

51 | 3-oxoacil-CoA redutase de cadeia muito HSD17B12 209516,7 Biossintese lipidica, Metabolismo Reticulo

longa lipidico, Biossintese esteroide endoplasmaético
52 Proteina 1 de ligacdo a GTP nucleolar GTPBP4 209303,3 Biogénese do ribossomo Nucleo
53 | Ribonucleoproteina nuclear heterogénea HNRNPA3 208763,3 Processamento mRNA, Splicing Nucleo

A3 MRNA
54 | Membro 3 da Subfamilia D do Cassete ABCD3 205113,3 Transporte Peroxissomos
de Ligacdo de ATP

Fonte: Autor.
Legenda: Quadro com os principais dados da espectrometria de massas, na qual é vista a identidade das proteinas co-imuprecipitadas com a NS5. Para saber a relacdo da

abundancia de peptideos da amostra de interesse, é calculada a razdo entre a amostra teste (células transfectadas NS5) e a amostra controle (célula sem esta transfectada), que
permite a analise da relacdo da média do LFQ entre os extratos derivados de células que expressam NS5 dividido pela média do LFQ observado nos lisados das células controle.

Também é observado o processo bioldgico que a proteina esta envolvida e sua localizagdo subcelular através do UniProt database.
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7 DISCUSSAO

O ZIKV é um arbovirus emergente e ganhou repercussdo internacional nos ultimos anos
se tornando um dos flavivirus mais estudados pela comunidade cientifica. Os recentes surtos
epidémicos na América Central e América do Sul e a inesperada associagédo entre a infeccédo
pelo ZIKV com alteragdes neuroldgicas em recém-nascidos e adultos atraiu a atencdo global
sobre a necessidade de estudar e compreender o mecanismo de patogénese viral. Apesar do
enorme avanco no conhecimento a respeito do virus, ainda se faz necessario estudar o tropismo
e o impacto do ZIKV sobre a biologia celular e como esses fatores comprometem o
desenvolvimento. Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo analisar possiveis
interacGes entre a proteina viral NS5 e proteinas do hospedeiro, bem como sua distribuicdo
intracelular, analisando, dessa maneira, potencias mecanismos que explicassem a capacidade
do virus de replicacdo e inibicdo da resposta imune inata.

A proteina NS5 é a maior proteina codificada pelo genoma do flavivirus e contém pelo
menos duas atividades enzimaticas essenciais para a replicacdo do virus: uma metiltransferase
(MTase) dentro do dominio N-terminal e uma RNA polimerase dependente (RdRp) no C-
terminal (DUAN et al., 2017). Além dessas fungdes enzimaticas, NS5 dos flavivirus foi
implicado em outros processos celulares, mais notavelmente na modulagéo do sistema imune e
pré-inflamatorio inato (GRANT et al., 2016; YE et al., 2017). Portanto, uma analise completa
das interacdes do NS5 é fundamental para gerar novas descobertas sobre patogénese flaviviral,
bem como para fornecer um alvo rico para o desenvolvimento futuro de medicamentos.
Atualmente, a literatura baseia-se nas interacfes da NS5 de outros flavivirus, como no caso da
Dengue, que é amplamente estudada (BRETON et al., 2011; KUMAR et al., 2013; PRYOR et
al., 2007).

No presente estudo foi observado que a localizacdo subcelular da proteina NS5 esta
presente na fracdo nuclear e citoplasmética da célula, observado por fluorescéncia. Este
resultado corroborou com outros estudos que confirmam que o NS5 se localiza no nucleo
durante a infecgéo viral e superexpressao da proteina, sendo observado em células Vero, Hela,
Huh-7, LN229, C6/36 e HEK293T que expressam o ZIKV NS5, assim sugere-se que a
localizagdo nuclear vinda do ZIKV NS5 é independente do tipo de célula (GRANT et al., 2016;
HERTZOG et al., 2018; KOVANICH et al., 2019; NG et al., 2019; ZHAO et al., 2019).

Zhao e colaboradores revelaram que a localizagéo subcelular da NS5 do ZIKV contribui
para a capacidade inibitdria na transcri¢cdo de IFN-1, através do bloqueio da ativacdo do IRF3

e da producdo de IFN-1, observaram ainda que nas constru¢des com NS5 mutante houve o seu
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acumulo no citoplasma, além da inibicdo significativa da producédo de IFN-B e a ativag¢do do
IRF3 (ZHAO et al., 2019). Este resultado apoia que a localizacdo nuclear do ZIKV NS5 é
importante para a propagacéo viral (GRANT et al., 2016; KUMAR et al., 2013; ZHAO et al.,
2019).

Estudo de Ng e colaboradores (2019) também mostraram que a NS5 do ZIKV se localiza
predominantemente no nucleo de células infectadas em trés cepas examinadas no estudo, que
incluem a cepa africana MR766, da Polinésia Francesa (H/PF/2013) e do Brasil (Paraiba
01/2015). No entanto, o que se destaca sobre esta localizagdo subcelular do NS5 do ZIKV € o
fato de que se acumulam em estruturas discretas no nucleo, formando estruturas esféricas
semelhantes a conchas no nacleo que excluem o DNA, o que é muito diferente da distribuicao
nuclear mais difusa do NS5 do DENV2 e de outros flavivirus, que também ha a observagédo
dela no citoplasma (NG et al., 2019).

Na espectrometria de massas, a proteina de maior razao no nosso estudo foi a proteina da
familia dedo de zinco CCCH, a ZC3H11A, proteina de ligacdo a RNA que modula a expressao
génica em eucariotos (BLACKSHEAR, 2002). Houve sobreposicdo de duas proteinas em
comparacdo com trabalho de Goluveba et al. (2020), a DHX15, um fator envolvido no
processamento do pré-mRNA e a PAFL, realizado com hibridizacdo dupla levedura
(GOLUBEVA et al., 2020).

A PAF1 também foi encontrada em imunoprecipitacdes da NS5 do virus Zika e
Encefalite japonesa (KOVANICH et al., 2019), sendo considerado um alvo celular conservado
da NS5 em flavivirus, este gene é responsavel pela codificacdo da subunidade do complexo
fator associado a polimerase (PAF1). Este complexo PAF1 interage com a RNA polimerase Il
e desempenha um papel no alongamento da transcricdo, bem como nas modificacbes das
histonas, incluindo ubiquitilacdo e metilacdo (CHEN et al., 2015). Além disso, ja foi visto que
0 knockdown do PAF1 e de outros componentes do PAF1C aumenta a infecciosidade do virus
da Dengue e Zika (SHAH et al., 2018). A purificagdo por afinidade e a analise por Western blot
mostraram que a interacdo NS5-PAF1C foi conservada em todos os quatro sorotipos de DENV,
virus do Nilo Ocidental (WNV) e ZIKV. Acredita-se que o NS5 pode anular respostas antivirais
ligando-se ao PAF1C para inibir a expressdo de genes estimulados por interferon (SHAH et al.,
2018).

Nosso interactoma ZIKV-NS5 revelou componentes da ubiquitina ligase CUL4-DDB1
como proteinas de ligacdo a NS5, ja evidenciados por Kovanich e colaboradores (KOVANICH
et al., 2019), que regulam a progresséo do ciclo celular, replicacao e resposta a danos no DNA

(HIGA et al., 2006). Além disso, foi realizada a comparac¢éo do nosso conjunto de dados com
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dados de interacdo ZIKV-hospedeiro da literatura e foi observado 12 proteinas sobrepostas, que
incluem HNRNPC, HNRNPH3, LEO1, MATR3, NOC2L, PAF1, RBMX, SF3B1, SF3B3,
THRAP3, ZC3H18 e ZRANB2 (COYAUD et al., 2018; SHAH et al., 2018). Notou-se também
a presenca de proteinas que sdao comuns em interacdes de NS5 de outros flavivirus, como
CSELL, EIF3A, EIF3B, EIF3C, EIF3L, HNRNPAO, HNRNPA3, LEO1, MATR3, NOC2L,
RUVBL1, SRSF7 e ZRANB2 (KOVANICH et al., 2019; MAIO et al., 2016; SAVIDIS et al.,
2016).

A literatura demonstra que a proteina NS5 possui como alvo principal as proteinas
hospedeiras envolvidas na sintese, processamento e transporte de RNA (COYAUD et al., 2018;
MAIO et al., 2016; SHAH et al., 2018). Como esperado, nossa pesquisa revelou proteinas de
processamento e splicing do mRNA, como DDX18, DDX20, EFTUD2, GEMIN4, HNRNPA3,
PRPF6, SF3B1, SF3B3, SNRPN, proteinas de transporte nuclear como IPO5, IPO7, IPOS,
IPO9 e XPOT, e vérias enzimas metabdlicas, GYS1, HACD3 e TECR. Foi observado também,
a interacdo com o ABCD3/PMP70, proteina da membrana peroxissémica, na literatura ja ha
indicios que o peroxissomo possua alguma funcdo antiviral importante (ODENDALL;
KAGAN, 2013).

Nosso painel observou a associagdo com complexo de fatores de inicia¢do eucaridtico
(EIF2B3, EIF2S2, EIF3A, EIF3B, EIF3C, EIF3D, EIF3E, EIF3F, EIF3I, EIF3L, EIF4G2), dos
quais alguns ja foram previamente relatados como proteinas de ligacdo do hospedeiro candidato
ao ZIKV-NS5 (KOVANICH et al., 2019). Proteinas celulares de fungbes conhecidas mas que
ndo possuem associacdo direta com a NS5 na literatura foi observada, como IGHAL, proteina
da regido constante das cadeias pesadas de imunoglobulina (SCHROEDER; CAVACINI,
2010); TMEM33, que regula positivamente a sinalizacdo de resposta de proteina desdobrada
mediada por PERK e mediada por IRE1 (SAKABE et al., 2015); e a XRCC6 que desempenha
um papel na regulacéo da resposta imune inata mediada por virus de DNA, e ainda serve de
plataforma para a fosforilagdo do IRF3 e a subsequente ativagéo da resposta imune inata pela
via cCGAS-STING (MORCHIKH et al., 2017).

Shah e colaboradores observaram que a SEC61 inibe a replicagéo de DENV e ZIKV em
células humanas e de mosquitos. Sua funcgéo esta ligada a insercédo co-traducional de proteinas
transmembranares na membrana do ER (SHAO; HEGDE, 2011). Embora a SEC61 seja
especifica de interacbes com a NS4A, muitas proteinas de flavivirus incluem dominios
transmembranares e requerem translocacdo co-traducional para a membrana do reticulo
endoplasmatico (SHAH et al., 2018). Além disso, foi observado similaridade dos precipitados
da NS5 da dengue com este trabalho, na interacdo das proteinas ALYREF, DDX21, EIF3D,
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HNRNPAO, ILF3, MCM7, PHGDH, ZRANB2 (SHAH et al., 2018), sendo PAF1, FAM120A
e ZRANB?2 validadas por knockdown e western blot (SHAH et al., 2018)

Kovanich e colaboradores, validaram as interagdes de PAF1, LEO1 e MCM6 com a
NS5 da encefalite japonesa (KOVANICH et al., 2019), proteinas estas encontradas também em
nosso estudo com a NS5 do ZIKV. Essa validacao aconteceu através da superexpressao dessas
proteinas e posterior infeccdo por JEV. Outro membro do complexo de manutencdo de
minicromossos (MCM), o MCM7, também presente neste estudo, foi validado em interagdes
com a NS5 do virus da Dengue (MAIO et al., 2016). Até 0 momento, existem poucas evidéncias
para vincular o complexo MCM ao RdRp viral, mas ja ha relatos que no virus da Influenza, o
MCM ajudou na estabilizacdo do complexo de replicacdo viral durante sua transi¢do do inicio
ao alongamento (KAWAGUCHI; NAGATA, 2007).

Como j& mencionado, a proteina viral NS5 se transloca para o nicleo (HANNEMANN
etal., 2013; KUMAR et al., 2013; PRYOR et al., 2007), De Maio e colaboradores, observaram
um acumulo evidente de NS5 DENV na fracdo insoluvel de cromatina, juntamente com a
histona H3 e o componente U5 snRNP (MAIO et al., 2016). Tomados por esta evidéncia,
acredita-se que a NS5 pode interagir fisicamente com o spliceossoma quando expressa
individualmente em células humanas, assim podendo causar alteracBes do splicing celular
enddgeno. Portanto, especula-se que o NS5 é, pelo menos em parte, responsavel pela
modulacéo do splicing durante a infec¢édo viral (MAIO et al., 2016). Essa alteracdo do splicing
pode ser consequéncia da resposta celular a infeccéo, associada a danos celulares, pode ser um
mecanismo viral para neutralizar a resposta antiviral ou favorecer a expressao génica de fatores
pré-virais, portanto, cabe mais estudos para a compreensdo (MAIO et al., 2016).

Ja era esperado a interacdo de proteinas ndo estruturais do zika com grandes complexos
proteicos, como a subunidade 26S do complexo proteassoma, como PSMD2, PSMC4, PSMCS5,
PSMC2, observado no presente trabalho. O proteassoma 26S ¢ a principal protease nas células
eucarioticas, responsdvel pela degradagdo de proteinas no citosol e no nucleo. Entdo o
proteassoma 26S controla processos celulares essenciais, incluindo o ciclo celular, replicacéo
do DNA, transcricdo, transducéo de sinal e respostas ao estresse (BHATTACHARYYA et al.,
2014; FINLEY, 2009), no nosso caso podemos inferir que também podem desempenhar um
papel na degradacdo de peptideos estranhos como os produzidos apds a infec¢do por um virus,
por exemplo. Além disso, a PSMD2 liga-se ao dominio intracelular do receptor de fator de
necrose tumoral tipo 1 (TAN et al., 2006).

Dentre dessas proteinas do nosso proteoma, algumas ja foram correlacionadas com

doencas neuroldgicas como a causada pelo virus Zika, e outras doencas j& conhecidas.
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TRMT10C e DNML1L foi correlacionado com microcefalia, DNM1L e SLC25A24 com
encefalopatias, CAPN1 com Alzheimer, TFRC e MATR3 com esclerose lateral amiotrofica
(ELA), e ABCD3 com doengas desmielinizantes (BEYS-DA-SILVA et al., 2019). Portanto,
essas vias de sinalizacdo podem ser a chave para disturbios neuroldgicos associados ao ZIKV.

Na literatura, os interactomas da NS5 foram investigados por varios tipos de ensaios,
por hibridacdo dupla de levedura de alto rendimento (Y2H) e identificacdo de biotina
dependente de proximidade em larga escala (BiolD) como por sistemas de superexpressao ou
em células infectadas, o que poderia explicar parcialmente diferencgas entre os trabalhos. Outras
pequenas diferencas nos métodos, como vetores de expressao, marcadores de afinidade,
diferencas na sequéncia de aminoacidos entre as cepas de virus utilizadas, também podem
contribuir para as diferencas entre os estudos.

Deve-se levar em conta que este trabalho descreve interagdes que ocorrem através da
superexpressdo da NS5 e que ndo leva em conta algumas interagcdes proteina-virus-hospedeiro
que s6 podem ser observadas no contexto de uma infeccdo viral. Por fim, o aumento da
compreensdo da rede de interagdo virus-hospedeiro no nivel molecular trard novas ideias para
inibicdo e controle viral. Esses achados podem fornecer novas informacgdes sobre os

mecanismos para a evasao imune inata e a patogénese do ZIKV.
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8 CONCLUSAO

Em concluséo, este estudo fornece novos dados sobre o mapa de interagdo do ZIKV-
NS5 em celulas progenitoras HEK293T. As funcBes das proteinas que interagem com a NS5
do ZIKV sdo diversas, variando de proteinas envolvidas no processamento de RNA,
transcricdo, tradugdo, transporte de proteinas, ciclo celular, imunidade e enzimas metabdlicas.
Algumas das interagdes foram previamente identificadas em outros flavivirus, como Dengue e
Encefalite Japonesa, sugerindo assim que podem desempenhar algum papel no ciclo de
replicacdo dos flavivirus.

A localizacdo nuclear da NS5 do virus Zika pode explicar a interacdo com proteinas
identificadas da espectrometria de massas, mas sao necessarios mais estudos para elucidar a

funcdo desses novos alvos da NS5 durante a infeccao.
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(continua)
Nome Gene Razéo
(NS5/Ctrl)

1 Zika Virus NS5 NS5 54212333
2 Zinc finger CCCH domain-containing protein ZC3H11A

11A 1252800
3 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX20 DDX20 1133010
4 Importin-5 IPOS5 987380
5 Geme-associated protein 4 GEMIN4 946653,3
6 Matrin-3 MATR3 757073,3
7 Coatomer subunit alpha COPA 752706,7
8 Coatomer subunit gamma-1 COPG1 680256,7
9 Glycogen [starch] synthase, muscle GYS1 644303,3
10 | Isoleucine--tRNA ligase, cytoplasmic IARS 637203,3
11 | Leucine--tRNA ligase, cytoplasmic LARS 545506,7
12 | Importin-7 IPO7 542076,7
13 | 116 kDa U5 small nuclear ribonucleoprotein

component EFTUD2 518776,7
14 | Splicing factor 3B subunit 1 SF3B1 489666,7
15 | Very-long-chain (3R)-3-hydroxyacyl-CoA

dehydratase 3 HACD3 475750
16 | Apoptosis-inducing factor 1, mitochondrial AIFM1 474006,7
17 | Exosome complex exonuclease RRP44 DIS3 459170
18 | Bifunctional glutamate/proline--tRNA ligase EPRS 442653,3
19 | Probable 28S rRNA (cytosine(4447)-C(5))-

methyltransferase NOP2 424363,3
20 | Splicing factor 3B subunit 3 SF3B3 421296,7
21 | Transmembrane protein 33 TMEMS33 418203,3
22 | 60S ribosomal protein L29 RPL29 372227
23 | Exportin-T XPOT 362216,7
24 | Structural maintenance of chromosomes protein 3 SMC3 361253,3
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(continuagéo)

Nome Gene Razéo
(NS5/Ctrl)
25 | tRNA (cytosine(34)-C(5))-methyltransferase NSUN?2 361196,7
26 | Myb-binding protein 1A MYBBP1A 359076,7
27 | Histone H2A H2AFV 339736,7
28 | Trifunctional purine biosynthetic protein
adenosine-3 GART 330393,3
29 | Pre-mRNA-processing factor 6 PRPF6 323983,3
30 | Ribosomal RNA processing protein 1 homolog B RRP1B 321110
31 | Nucleolar protein 56 NOP56 306990
32 | Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit C EIF3C 305763,3
33 | X-ray repair cross-complementing protein 6 XRCC6 302006,7
34 | DNA replication licensing factor MCM3 MCM3 298503,3
35 | Importin-8 IPO8 296060
36 | Small nuclear ribonucleoprotein-associated
protein N SNRPN 275036,7
37 | Structural maintenance of chromosomes protein
1A SMC1A 268530
38 | Very-long-chain enoyl-CoA reductase TECR 265880
39 | Zinc finger Ran-binding domain-containing
protein 2 ZRANB?2 260210
40 | Nucleolar complex protein 2 homolog NOC2L 257136,7
41 | 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2 PSMD2 243116,7
42 | Nucleolar protein 58 NOP58 241810
43 | 60S ribosomal protein L31 RPL31 233817
44 | ATP-dependent RNA helicase DDX18 DDX18 227996,7
45 | DNA mismatch repair protein Msh6 MSH6 227006,7
46 | N-acetyltransferase 10 NAT10 225040
47 | Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit D EIF3D 217716,7
48 | Importin-9 IPO9 216356,7
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(continuagéo)

Nome Gene Razéo
(NS5/Ctrl)
49 | Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A0 HNRNPAO 211640
50 | Cytoplasmic dynein 1 light intermediate chain 1 DYNC1LI1 209823,3
51 | Very-long-chain 3-oxoacyl-CoA reductase HSD17B12 209516,7
52 | Nucleolar GTP-binding protein 1 GTPBP4 209303,3
53 | Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 HNRNPA3 208763,3
54 | ATP-binding cassette sub-family D member 3 ABCD3 205113,3
55 | Lamin-B receptor LBR 203706,7
56 | Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E EIF3E 199810
57 | Exportin-7 XPO7 196560
58 | ELAV-like protein 1 ELAVL1 181946,7
59 | Dolichol-phosphate mannosyltransferase subunit
1 DPM1 174026,7
60 | 60S ribosomal protein L22 RPL22 171253,3
61 | SWI/SNF-related matrix-associated actin-
dependent regulator of chromatin subfamily A SMARCA5 169344
member 5
62 | Constitutive coactivator of PPAR-gamma-like
protein 1 FAM120A 160003,3
63 | 26S protease regulatory subunit 6B PSMC4 157543,3
64 | Importin-4 IPO4 153796,7
65 | Pre-mRNA-splicing factor ATP-dependent RNA
helicase DHX15 DHX15 153160
66 | Pumilio homolog 1 PUML1 151596,7
67 | Transportin-1 TNPO1 150196,7
68 | Ribosomal L1 domain-containing protein 1 RSL1D1 147376,7
69 | DNA mismatch repair protein Msh2 MSH2 145360
70 | Sodium/potassium-transporting ATPase subunit
alpha-1 ATP1Al 138660
71 | Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L HNRNPL 136106,7
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(continuagéo)

Nome Gene Razéo
(NS5/Ctrl)
72 | Fragile X mental retardation syndrome-related
protein 2 FXR2 135553,3
73 | Basic leucine zipper and W2 domain-containing
protein 1 BZW1 135197,3
74 | Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 10 USP10 134740
75 | Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins C1/C2 HNRNPC 131353
76 | Cytochrome b-c1 complex subunit 2,
mitochondrial UQCRC2 131340
77 | Serine/arginine-rich splicing factor 5 SRSF5 130316,7
78 | Voltage-dependent anion-selective channel
protein 3 VDAC3 125830,7
79 | Serine/arginine-rich splicing factor 3 SRSF3 125580,7
80 | Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit | EIF3I 124656,7
81 | YTH domain-containing family protein 2 YTHDF2 120524,7
82 | Pre-mRNA 3-end-processing factor FIP1 FIP1L1 118753,3
83 | Condensin complex subunit 1 NCAPD2 118077,7
84 | Splicing factor U2AF 65 kDa subunit U2AF2 117993
85 | ATP-dependent 6-phosphofructokinase, muscle
type PFKM 116742,7
86 | Calpain-1 catalytic subunit CAPN1 115677,7
87 | Lymphoid-specific helicase HELLS 114966,3
88 | Catenin delta-1 CTNND1 114450,7
89 | Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit B EIF3B 113804
90 | DNA polymerase POLD1 110800,7
91 | 40S ribosomal protein S5 RPS5 110683,3
92 | Tubulin beta-4A chain TUBB4A 110494
93 | Ras GTPase-activating protein-binding protein 1 G3BP1 107636,7
94 | SRSF protein kinase 2 SRPK?2 106462
95 | RNA-binding protein 4B RBM4 105696,3
96 | Anaphase-promoting complex subunit 7 ANAPC7 104363,3
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(continuagéo)

Nome Gene Razao
(NS5/Ctrl)
97 | Splicing factor 3B subunit 2 SF3B2 103033,3
98 | Protein arginine N-methyltransferase 5 PRMTS 100731,3
99 | Programmed cell death 6-interacting protein PDCD6IP 99742
100 | Probable ATP-dependent RNA helicase DDX47 DDX47 99391
101 | Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 2 EIF4G2 98850,33
102 | Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 2 EIF2S2 94860
103 | Nuclear RNA export factor 1 NXF1 94043,33
104 | RNA polymerase ll-associated factor 1 homolog PAF1 92159
105 | Ribosomal biogenesis protein LAS1L LASIL 90882,33
106 | Serine-threonine kinase receptor-associated
protein STRAP 90122,67
107 | Atypical kinase ADCK3, mitochondrial ADCK3 89223,33
108 | Dynein assembly factor 5, axonemal DNAAF5 88147
109 | Protein unc-45 homolog A UNC45A 86969,33
110 | 60S ribosomal protein L36 RPL36 84170,33
111 | Pyrroline-5-carboxylate reductase PYCR1 83420
112 | Double-stranded RNA-binding protein Staufen
homolog 1 STAU1 82782
113 | Nucleosome assembly protein 1-like 1 NAP1L1 82600
114 | 60 kDa SS-A/Ro ribonucleoprotein TROVE2 81483,33
115 | Zinc finger CCCH-type antiviral protein 1 ZC3HAV1 81134,33
116 | Signal recognition particle receptor subunit beta SRPRB 80992
117 | Histone H3 H3F3B 79471,67
118 | Histone-binding protein RBBP4 RBBP4 78958,67
119 | Polyadenylate-binding protein PABPC4 77561
120 | DnaJ homolog subfamily A member 3,
mitochondrial DNAJA3 76530
121 | Double-stranded RNA-specific adenosine
deaminase ADAR 75615,33
122 | Protein CIP2A KIAA1524 75477
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(continuagéo)

Nome Gene Razéo
(NS5/Ctrl)
123 | Unconventional myosin-1b MYO1B 74918,67
124 | Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit F EIF3F 74184,67
125 | DnaJ homolog subfamily A member 2 DNAJA2 73628
126 | pre-rRNA processing protein FTSJ3 FTSJ3 72687
127 | MICOS complex subunit MIC60 IMMT 72199,33
128 | Replication factor C subunit 5 RFC5 71944,67
129 | Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U-like
protein 1 HNRNPUL1 70253
130 | 28S ribosomal protein S34, mitochondrial MRPS34 69909,67
131 | Synembryn-A RIC8A 69393,33
132 | Aminoacyl tRNA synthase complex-interacting
multifunctional protein 2 AIMP2 68635,67
133 | Galactokinase GALK1 68560
134 | NF-kappa-B-repressing factor NKRF 68431,67
135 | Eukaryotic translation elongation factor 1 epsilon-
1 EEF1E1 66741,33
136 | Enhancer of mMRNA-decapping protein 4 EDC4 66348,33
137 | V-type proton ATPase catalytic subunit A ATP6V1A 65128,33
138 | Putative RNA-binding protein 15 RBM15 64984,67
139 | Leukocyte receptor cluster member 8 LENGS 63920,33
140 | Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit L EIF3L 63690,67
141 | Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit A EIF3A 63328,67
142 | Cytoskeleton-associated protein 2 CKAP2 63073,67
143 | Bystin BYSL 62099,67
144 | Translation initiation factor elF-2B subunit
gamma EIF2B3 61916,67
145 | EH domain-containing protein 4 EHDA4 61420,67
146 | Polypyrimidine tract-binding protein 1 PTBP1 60291,67
147 | Leucine-rich PPR motif-containing protein,
mitochondrial LRPPRC 59988
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(continuagéo)

Nome Gene Razéo
(NS5/Ctrl)
148 | 40S ribosomal protein S12 RPS12 59889,67
149 | Succinyl-CoA ligase [GDP-forming] subunit beta,
mitochondrial SUCLG2 57158,67
150 | Deoxynucleoside triphosphate
triphosphohydrolase SAMHD1 SAMHD1 56853,67
151 | Fanconi anemia group | protein FANCI 56622
152 | Heterochromatin protein 1-binding protein 3 HP1BP3 53857,67
153 | Pentatricopeptide repeat domain-containing
protein 3, mitochondrial PTCD3 53226,67
154 | ATP-dependent RNA helicase DDX1 DDX1 52003
155 | RNA polymerase-associated protein LEO1 LEO1 50278
156 | THO complex subunit 4 ALYREF 49661,33
157 | Regulatory-associated protein of mMTOR RPTOR 49293
158 | FAS-associated factor 2 FAF2 48647,33
159 | DNA helicase MCM5 47225,33
160 | AP-3 complex subunit delta-1 AP3D1 47119
161 | Transportin-3 TNPO3 46005,33
162 | 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type-2 HSD17B10 45638
163 | Monofunctional C1-tetrahydrofolate synthase,
mitochondrial MTHFD1L 45338
164 | Pescadillo homolog PES1 45230,67
165 | Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B HNRNPAB 44973,33
166 | DDB1- and CULA4-associated factor 16 DCAF16 44624,67
167 | C-terminal-binding protein 2 CTBP2 44210
168 | Leucine-rich repeat-containing protein 59 LRRC59 44189,67
169 | Nuclear pore complex protein Nup205 NUP205 44052,33
170 | ATP-dependent 6-phosphofructokinase, platelet
type PFKP 43130
171 | Ig alpha-1 chain C region;lg alpha-2 chain C
region IGHA1L 42693,33
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(continuacdo)

Nome Gene Razao
(NS5/Ctrl)
172 | AP-3 complex subunit mu-1 AP3M1 42393,67
173 | CTP synthase 2 CTPS2 40774,67
174 | Fatty acid synthase FASN 40573,33
175 | Mitochondrial import inner membrane translocase
subunit TIM50 TIMM50 39227,33
176 | Zinc finger CCCH domain-containing protein 18 ZC3H18 39193,33
177 | Ribosome biogenesis protein BRX1 homolog BRIX1 38937
178 | Cell division cycle 5-like protein CDC5L 38017,33
179 | Serine/threonine-protein kinase 26 STK26 37273,33
180 | Probable ATP-dependent RNA helicase DDX52 DDX52 36009
181 | Coatomer subunit gamma-2 COPG2 35359,33
182 | Coatomer subunit beta COPB2 35341,67
183 | Signal recognition particle 14 kDa protein SRP14 35163
184 | Histone H1x H1FX 35109,67
185 | Threonine--tRNA ligase, mitochondrial TARS2 34900,33
186 | Vacuolar protein sorting-associated protein 4A VPS4A 34871,67
187 | Aldehyde dehydrogenase X, mitochondrial ALDH1B1 34805,33
188 | Ras GTPase-activating protein-binding protein 2 G3BP2 34508
189 | MMS19 nucleotide excision repair protein
homolog MMS19 34407,33
190 | Nuclear pore complex protein Nup160 NUP160 34189
191 | Nuclear pore complex protein Nup85 NUP85 33879,33
192 | Regulation of nuclear pre-mRNA domain-
containing protein 1A RPRD1A 33864
193 | Condensin-2 complex subunit G2 NCAPG2 33851,33
194 | Transducin beta-like protein 3 TBL3 31207,33
195 | Probable ATP-dependent RNA helicase DDX27 DDX27 30858
196 | Importin-11 IPO11 29336
197 | 28S ribosomal protein S23, mitochondrial MRPS23 27552,33




Quadro 1. Proteinas Imunoprecipitadas.

(continuacdo)

Nome Gene Razéo
(NS5/Ctrl)
198 | Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit
beta, mitochondrial PDHB 27461,67
199 | V-type proton ATPase subunit H ATP6V1H 26772,33
200 | HCLS1-associated protein X-1 HAX1 25242,67
201 | Sister chromatid cohesion protein PDS5 homolog
A PDS5A 24432
202 | Trifunctional enzyme subunit alpha,
mitochondrial HADHA 23309
203 | Cullin-4B cuL4B 23087,33
204 | 28S ribosomal protein S2, mitochondrial MRPS2 22876
205 | U3 small nucleolar RNA-associated protein 18
homolog UTP18 21613,67
206 | Mediator of RNA polymerase Il transcription
subunit 23 MED23 21292,67
207 | Unconventional myosin-Ic MYO1C 21041,5
208 | Mitochondrial inner membrane protein OXA1L OXAlL 20090
209 | Melanoma-associated antigen D1 MAGED1 19688,33
210 | Casein kinase Il subunit alpha 3 CSNK2A1 19351,33
211 | Ribonucleases P/MRP protein subunit POP1 POP1 16832
212 | NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur
protein 2, mitochondrial NDUFS2 16698,5
213 | Protein disulfide-isomerase P4HB 16203
214 | Superkiller viralicidic activity 2-like 2 SKIV2L2 15968,33
215 | Centromere/kinetochore protein zw10 homolog ZW10 15719
216 | 28S ribosomal protein S27, mitochondrial MRPS27 15327
217 | Dynamin-1-like protein DNM1L 11707
218 | Probable dimethyladenosine transferase DIMT1 10420,67
219 | Cullin-associated NEDD8-dissociated protein 2 CAND2 9961
220 | WD repeat-containing protein 3 WDR3 9842,333
221 | Exportin-5 XPO5 9172
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(continuacdo)

Nome Gene Razao
(NS5/Ctrl)
222 | Probable ATP-dependent RNA helicase DDX49 DDX49 8937,667
223 | AP-2 complex subunit alpha-1 AP2A1 8552
224 | Dynamin-like 120 kDa protein, mitochondrial OPA1l 8420,5
225 | Methyltransferase-like protein 13 METTL13 6139,5
226 | Vacuolar protein sorting-associated protein 51
homolog VPS51 5242,3
227 | Long-chain fatty acid transport protein 4 SLC27A4 5157,5
228 | Exportin-2 CSE1L 42,54278
229 | Exportin-1 XPO1 32,33783
230 | Cullin-associated NEDD8-dissociated protein 1 CAND1 22,67845
231 | Splicing factor, proline- and glutamine-rich SFPQ 22,5471
232 | Alpha-1,4 glucan phosphorylase PYGL 22,37283
233 | AP-3 complex subunit beta-1 AP3B1 21,44387
234 | DNA replication licensing factor MCM4 MCM4 21,34112
235 | Coatomer subunit beta COPB1 20,46987
236 | Glutamine--tRNA ligase QARS 14,77169
237 | Methionine--tRNA ligase, cytoplasmic MARS 14,32559
238 | Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U HNRNPU 13,39473
239 | Interleukin enhancer-binding factor 3 ILF3 13,28525
240 | ATP-dependent 6-phosphofructokinase, liver type PFKL 12,70885
241 | 60S acidic ribosomal protein P2 RPLP2 12,30401
242 | Puromycin-sensitive aminopeptidase NPEPPS 12,01158
243 | Nuclear pore complex protein Nup93 NUP93 11,36462
244 | Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium
ATPase 2 ATP2A2 11,01797
245 | Nucleolar RNA helicase 2 DDX21 10,9029
246 | Guanine nucleotide-binding protein-like 3 GNL3 9,5302
247 | C-1-tetrahydrofolate synthase, cytoplasmic; MTHFD1 9,174921
248 | Polyadenylate-binding protein PABPC1 9,021567
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Nome Gene Razao
(NS5/Ctrl)
249 | 60S ribosomal protein L4 RPL4 8,968879
250 | Signal recognition particle subunit SRP72 SRP72 8,673784
251 | Delta-1-pyrroline-5-carboxylate synthase ALDH18A1 8,567795
252 | Aspartate--tRNA ligase, cytoplasmic DARS 7,961736
253 | Mitochondrial ribonuclease P protein 1 TRMT10C 7,868013
254 | DNA replication licensing factor MCM6 MCM6 7,665922
255 | Vesicle-fusing ATPase NSF 7,629285
256 | Emerin EMD 7,588586
257 | DNA-dependent protein Kinase catalytic subunit PRKDC 7,588027
258 | Arginine--tRNA ligase, cytoplasmic RARS 7,577076
259 | Pachytene checkpoint protein 2 homolog TRIP13 7,095322
260 | Nucleolin NCL 6,873478
261 | Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein
glycosyltransferase subunit STT3A STT3A 6,872374
262 | Importin subunit beta-1 KPNB1 6,864114
263 | Serine/arginine-rich splicing factor 1 SRSF1 6,773167
264 | Lysine--tRNA ligase KARS 6,314225
265 | Sideroflexin-1 SFXN1 6,235959
266 | Poly(U)-binding-splicing factor PUF60 PUF60 6,042634
267 | PHD finger protein 6 PHF6 5,977848
268 | T-complex protein 1 subunit epsilon CCT5 5,953466
269 | Protein pelota homolog PELO 5,931513
270 | ATP-binding cassette sub-family F member 2 ABCF2 5,830856
271 | 60S ribosomal protein L6 RPL6 5,772105
272 | 26S protease regulatory subunit 8 PSMC5 5,655798
273 | Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding
protein 1 IGF2BP1 5,418964
274 | Leucine-rich repeat-containing protein 40 LRRC40 5,390038

275 | Insulin receptor substrate 4 IRS4 5,281516
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Nome Gene Razao
(NS5/Ctrl)
276 | Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Q SYNCRIP 5,244802
277 | Interleukin enhancer-binding factor 2 ILF2 5,231802
278 | 60S ribosomal protein L7a RPL7A 5,223966
279 | 26S protease regulatory subunit 7 PSMC2 5,030759
280 | ADP/ATP translocase 1 SLC25A4 4,931081
281 | RNA-binding motif protein, X chromosome RBMX 4,847382
282 | Nicotinamide phosphoribosyltransferase NAMPT 4,804664
283 | Proliferating cell nuclear antigen PCNA 4,774083
284 | Erlin-2 ERLINZ2 4,70234
285 | Tricarboxylate transport protein, mitochondrial SLC25A1 4,638265
286 | Coatomer subunit delta ARCN1 4,58835
287 | Ataxin-10 ATXN10 4,588246
288 | Transferrin receptor protein 1 TFRC 4,554257
289 | Tubulin alpha-1B chain TUBAI1B 4,529216
290 | 60S acidic ribosomal protein PO RPLPO 4,522677
291 | Uridine 5-monophosphate synthase UMPS 4,480765
292 | AFG3-like protein 2 AFG3L2 4,473623
293 | Torsin-1A-interacting protein 1 TOR1AIP1 4,44352
294 | Activator of 90 kDa heat shock protein ATPase
homolog 1 AHSA1L 4,358986
295 | Acetyl-CoA acetyltransferase, mitochondrial ACAT1 4,333162
296 | ATP synthase subunit gamma, mitochondrial ATP5C1 4,245227
297 | 60S ribosomal protein L18 RPL18 4,227113
298 | Calcium-binding mitochondrial carrier protein
SCaMC-1 SLC25A24 4,165565
299 | Mitochondrial 2-oxoglutarate/malate carrier
protein SLC25A11 4,079607
300 | X-ray repair cross-complementing protein 5 XRCC5 4,014394
301 | Protein transport protein Sec61 subunit alpha
isoform 1 SEC61A1 3,971278
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302 | 60S ribosomal protein L10a RPL10A 3,903059
303 | 40S ribosomal protein S8 RPS8 3,889356
304 | 60S ribosomal protein L10 RPL10 3,88447
305 | Isocitrate dehydrogenase [NADP], mitochondrial IDH2 3,799153
306 | Glutamate-rich WD repeat-containing protein 1 GRWD1 3,776997
307 | Phosphate carrier protein, mitochondrial SLC25A3 3,715191
308 | Elongation factor 1-gamma EEF1G 3,683531
309 | DNA replication licensing factor MCM7 MCM7 3,675999
310 | 60S ribosomal protein L7 RPL7 3,669081
311 | T-complex protein 1 subunit zeta CCT6A 3,635834
312 | Calcium-binding mitochondrial carrier protein
Aralar2 SLC25A13 3,598717
313 | Aminoacyl tRNA synthase complex-interacting
multifunctional protein 1 AIMP1 3,59737
314 | 60S ribosomal protein L9 RPL9 3,548887
315 | tRNA-splicing ligase RtcB homolog RTCB 3,541391
316 | Prohibitin PHB 3,541095
317 | Putative ATP-dependent RNA helicase DHX30 DHX30 3,526788
318 | Replication factor C subunit 3 RFC3 3,492713
319 | RuvB-like 1 RUVBL1 3,418209
320 | Tubulin beta-6 chain TUBB6 3,392282
321 | 60S ribosomal protein L12 RPL12 3,38797
322 | rRNA 2-O-methyltransferase fibrillarin FBL 3,367195
323 | 60S ribosomal protein L3 RPL3 3,363387
324 | CTP synthase 1 CTPS1 3,323163
325 | Ribosomal protein L15 RPL15 3,290634
326 | 60S ribosomal protein L21 RPL21 3,168701
327 | D-3-phosphoglycerate dehydrogenase PHGDH 3,067246
329 | T-complex protein 1 subunit gamma CCT3 3,047619

Fonte: Autor.
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Resumo

O virus Zika (ZIKV) é considerado um arbovirus emergente, pertencente a familia
Flaviviridae e ao género Flavivirus. Foi recentemente introduzido no Brasil ocasionando
uma doenca viral aguda, além disso esta associado ao aumento da ocorréncia de
complicacdes neuroldgicas e autoimunes, como a sindrome de Guillain-Barré, e a
Sindrome Congénita do Zika. Conhecidamente, a proteina ndo-estrutural 5 desempenha
importante papel na replicacdo do RNA viral e na inibigdo da resposta imune inata, além
de apresentar-se de forma compartimentalizada no ndcleo, seus mecanismos e interacoes
ainda ndo estdo totalmente compreendidos. Portanto, da-se a devida importancia em
validar a investigacdo acerca da distribuigdo intracelular bem como a interacdo das
proteinas virais em celulas infectadas, buscando assim entender 0s mecanismos
replicativos do ZIKV e a compartimentalizacdo da NS5. Inicialmente foi realizado a
caracterizagdo de plasmideos expressando a proteina ndo-estrutural 5 nativa do virus
Zika, que foram transfectados em células embrionarias HEK293T, para observacdo da
compartimentalizacdo da NS5 por meio da imunofluorescéncia indireta. A identificacéo
de potenciais proteinas que possam interagir com a NS5 do ZIKV foi realizada por
imunoprecipitacdo dos complexos NS5/proteina-hospedeiro e analise por espectrometria

de massas em busca da identificacdo do mapa peptidico. Foi observado que a localizacéo
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da proteina NS5 esta presente na fracdo nuclear da célula, e que ela pode interagir com
proteinas que estdo envolvidas em processos bioldgicos, como processamento de MRNA,
imunidade inata, ciclo celular, reparo do DNA e regulacdo da transcricdo. Sendo assim,
este trabalho revelou aspectos relacionados a fungdo e localizacdo desta proteina em

células embrionarias.

Introducéo

O virus Zika é considerado um arbovirus emergente, pertencente a familia
Flaviviridae e ao género Flavivirus. Apresenta semelhancas com outros membros do
género, por possuir RNA gendmico de cadeia simples positivo, que codifica uma
poliproteina que é clivada em trés proteinas estruturais, do capsideo (C), precursora da
membrana (prM) e do envelope (E), e em sete proteinas ndo estruturais, NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (KUNO et al.,, 1998; ACOSTA et al., 2014).
Comumente, o ciclo de replicacdo dos virus da familia Flaviviridae ocorre
exclusivamente no citoplasma celular (WESTAWAY et al., 1985). De fato, diversos
achados da literatura relatam particulas virais maduras em sua maioria no lado externo da
membrana nuclear, no aparelho de Golgi, dispersos como inclusdo em todo o citoplasma,
na superficie e nos espacos extracelulares de células infectadas (CARDIFF et al., 1973;
CARDIFF; LUND, 1976; GOULD et al., 1985). No entanto, uma pequena proporc¢do do
ciclo replicativo dos virus Oeste do Nilo, Dengue, virus da encefalite Japonesa e do virus
Zika foi documentada apresentando-se de forma compartimentalizada no ndcleo celular,
tal achado se baseia na localizacdo de complexos antigénicos da proteina ndo-estrutural
5 (NS5) no nucleo (BUCKLEY; GOULD, 1988; UCHIL et al., 2006; HERTZOG et al.,
2018). Interessantemente, até 0 momento poucos estudos relataram a presenca de
antigenos virais especificos nos nucleos de células de vertebrados e invertebrados
infectados com o virus Zika (BUCKLEY; GOULD, 1988; PRYOR et al., 2007; KUMAR
et al., 2013; HERTZOG et al., 2018), estes achados indicam que a localizag&o nuclear e
a compartimentalizacdo da NS5 pode desempenhar um papel importante na regulagao do
processamento do gene nas células hospedeiras (HOU et al., 2017).

Como o maior componente proteico dentro do complexo de replicacéo do ZIKV,
0 NS5 desempenha papéis importantes no ciclo de vida e sobrevivéncia do virus através
dos seus dominios N-terminal metiltransferase (MTase) e C-terminal RNA-polimerase
dependente de RNA (RdRp) (DUAN et al., 2017). Ainda possui sinais funcionais de

localizagdo nuclear (NLSs), que desempenham o papel principal na translocagdo nuclear
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e na replicacdo de RNA viral (FORWOOD et al., 1999; JOHANSSON et al., 2001;
BROOKS et al., 2002; PRYOR et al., 2007). Logo, é considerada uma enzima
multifuncional que desempenha importante papel na replicacdo do RNA viral e na
inibicdo da resposta imune inata. Nos seres humanos, ela antagoniza a resposta do
interferon do tipo | (IFN), promovendo a degradacdo proteossomal do STAT2 (GRANT
et al., 2016; KUMAR et al., 2016). Além da deplecdo de STAT2, bloqueando a
fosforilacdo de STAT1(HERTZOG et al., 2018).

Portanto, estudos que busquem esclarecer os mecanismos de replicacdo em células
susceptiveis, sua distribui¢do intracelular bem como a interagdo das proteinas virais com
proteinas dos hospedeiros, sdo importantes para a melhor compreensdo da
neuropatogénese das cepas de ZIKV nas atuais epidemias, além de contribuir para o

desenvolvimento de potenciais estratégias antivirais destinadas a atenuar a infeccao.

Material e Métodos

Células e Plasmideos

As células renais embrionarias humanas HEK293T (ATCC; CLR-3216) foram
obtidas da American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, EUA) e cultivadas em
garrafas T-75 a 3 x 108 células por garrafa em meio DMEM (Gibco™) suplementado com
10% de SFB e solucédo de antibidtico PEN/STREP (1%). Depois disso as células foram
mantidas em estufa a 37°C numa atmosfera de 5% de CO..

Os plasmideos NS5 _eYFP contendo o gene NS5 da cepa NATAL RGN foram
gentilmente fornecidos por Jan Rehwinkel e Jonny Hertzog, pesquisadores da
Universidade de Oxford (10). Os plasmideos recombinantes foram transformados em
células competentes de Escherichia coli DH5a. Os clones selecionados foram rastreados
por PCR de colbnia, digestdo com endonuclease de restricdo e confirmados por
sequenciamento de DNA por eletroforese capilar (Applied Biosystem 3500xL Genetic

Analyzer).

Transfecgdo

As células HEK293T foram semeadas a uma densidade de 4 x 10% em garrafas de
cultura T75. Apds 24 h, foram transfectados com 20 pg de DNA plasmidial e 20 uL de
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) em meio Opti-MEM (Gibco), incubados por 24h a 37°C,

5% CO, ap0s esse periodo houve a troca do meio de cultura para um completo com soro
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e antibiotico. As células foram mantidas nas condi¢des de incubagdo por 48h e 72h pos-
transfeccdo, posteriormente foram lisadas e o extrato proteico obtido foi armazenado para
analise de western blotting. Foi usada uma concentracdo de DNA recomendada pelo

fabricante.

Extracéo e quantificacdo de proteinas

As células transfectadas foram coletadas apds 48h de transfeccdo, e foram lisadas
em tampéo de lise RIPA contendo inibidores de Proteases e Fosfatases, e incubadas por
30min no gelo, apods a lise as amostras foram centrifugadas a 14000 rpm por 30 minutos
a 4 °C, e a fracdo sobrenadante foi coletada para ensaios de proteinas. As concentracdes
de proteina foram determinadas usando o ensaio de Bradford (Sigma Aldrich, Burchs,
SG, Switzerland).

Fluorescéncia direta

Com o objetivo de analisar a compartimentalizacdo e expressdo da NS5 foi
realizado ensaios de imunomarcacao da proteina, o plasmideo NS5-eYFP foi observado
através da expressao da proteina fluorescente amarela (YFP) fusionada a NS5. Apds 48h
da transfeccdo as células foram fixadas com paraformaldeido (PFA) a 4,0% (Electron
Microscopy Sciences) por 15 minutos. Apos fixacdo, as células foram permeabilizadas
com Triton X-100 (Sigma-Aldrich®) a 0,1%, bloqueadas utilizando com 3% de BSA.
Apos etapas de lavagem com PBS, as laminas foram montadas com ProLong Diamond
Antifade Mountant com Dapi (Invitrogen™), este utilizado para corar o nucleo das
células. As laminas foram visualizadas em microscopio de epifluorescéncia Leica DMI
4000 B.

Anélise por Western blot

Um total de 40ug dos lisados foram separados por SDS-PAGE em gel de
acrilamida/bisacrilamida a 10% (BIO-RAD, Hercules, California, U.S.A.) e as proteinas
transferidas para membranas de PVDF em um sistema semi-dry de transferéncia
(Semidry Tranfer Cell, BIORAD). O bloqueio foi realizado por 2 horas em agitacao
branda com tampédo de bloqueio (5% leite desnatado em PBS+ 0,1% Tween 20) a
temperatura ambiente. Anticorpo primario anti-V5 (Thermo Fisher, diluicdo 1:4000)
foram diluidos em solucdo 0,5% de albumina sérica bovina (BSA) e incubados a

overnight sob agitacdo branda. A membrana foi lavada 5 vezes por 5 minutos, seguida
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por 1 hora de incuba¢do com o anticorpo secundario conjugado com peroxidase Anti-
Mouse 1gG (diluicdo 1:10000) diluido em tampdo de bloqueio. Ap6s uma série de

lavagens as membranas foram reveladas no equipamento LAS 500.

Imunoprecipitacdo e espectrometria de massas

Ap0ds confirmado por Western blot a presenca das proteinas nos lisados celulares,
as mesmas foram imunoprecipitadas com o anticorpo V5 Tag (Thermo Fisher, R960-25)
com de 25 pL de esferas magnéticas de proteina G (Invitrogen). As proteinas
imunoprecipitadas foram fracionadas em gel SDS-PAGE 12%, o gel foi entéo corado com
azul de Comassie Blue 250-R (staining) e depois descorado durante a noite com a solugéo
descorante (metanol, acido acético e agua destilada). O conjunto de proteinas foi entédo
excisado do gel e enviado em tubos de microcentrifuga com agua destilada para a
subunidade RPTO2H - Espectrometria de Massas - PR no Instituto Carlos Chagas da Rede
de Plataformas Tecnologicas/ Fiocruz.

Apds os dados brutos resultantes do espectrébmetro de massas, foi calculado por
meio do Microsoft excel a razédo do LFQ de massa da amostra teste (provenientes das
imunoprecipitacdes dos lisados das células transfectadas) pela amostra controle (lisado
das células ndo transfectadas). Entdo foi organizada uma lista com os peptidios mais
abundantes, do maior para o menor, e foi adotado um score de razdo acima de 3. Diante
disso, esses dados foram analisados levando em consideracao seus processos bioldgicos,
localizacdo e citacBes da literatura, o banco de dados de proteinas humanas utilizados foi

o UniProt.

Resultados

Analise da expressao da proteina NS5

As amostras proteicas utilizadas foram de 40ug para cada grupo, assim, com
quantidades totais idénticas. As células foram colhidas as 48 e 72 horas apds a infeccao e
transfeccdo, respectivamente, para avaliacdo da expressdo da NS5 em células HEK293T
utilizando analises de Western blotting.

Os resultados mostraram a expressao da proteina NS5 do plasmideo NS5-eYFP-
pPCDNA, que contém a tag V5, nas 48h e 72h pos-transfecgdo em lisados celulares

(Figura 1). Nao houve expressdao no mock em ambos os tempos.
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Figura 1. Analise da expresséo da proteina NS5 em células HEK293T transfectadas com plasmideo NS5-

eYFP-pCDNA.
X
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Legenda: Analise da expressdo da proteina NS5, por western blot, em células HEK293T transfectadas com
o plasmideo NS5-eYFP-pCDNA. A normalizag&o da intensidade das bandas foi realizada usando os niveis
na proteina GAPDH como controle enddgeno.

Imunoprecipitacdo dos complexos proteicos

Resultados prévios da expressdo do plasmideo NS5-eYFP-pCDNA serviram para
a continuidade dos experimentos, no qual foi realizada a imunoprecipitagéo (IP) com a
finalidade de avaliar os possiveis parceiros funcionais. As amostras deste ensaio foram
analisadas por Western blot e o resultado demonstrou que as proteinas detectadas no
imunoprecipitado apresentaram os tamanhos esperados de aproximadamente 130 kDa
para a proteina NS5, ndo sendo identificado no controle. Assim, os resultados confirmam
a presenca da proteina e com isso a eficacia do procedimento da imunoprecipitagdo como

visto na Figura 2.

Figura 2. Andlise da expressao da proteina NS5 em lisados celulares precipitados.
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Legenda: Andlise da expressdo da proteina NS5, por western blot, dos lisados precipitados da
imunoprecipitacdo das células HEK293T transfectadas com o plasmideo NS5-eYFP-pCDNA.

Ja o lisado ndo ligado de todas as imunoprecipitacdes ndo apresentou bandas para

a NS5, indicando que a totalidade das proteinas com a NS5 ficou aderida as esferas
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magnéticas de proteina G, sendo detectado no western blot para 0 GAPDH, controle
enddgeno encontrado em todas as células (Figura 3).

Figura 3. Analise da expressao da proteina NS5 em lisados celulares precipitados.
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Legenda: Andlise da expressdo da proteina NS5, por western blot, dos lisados ndo ligados da
imunoprecipitacdo das células HEK293T transfectadas com o plasmideo NS5-eYFP-pCDNA.

Imunofluorescéncia indireta em células HEK293T

A expressdo do gene NS5 do ZIKV foi confirmada apds 48h pos-transfec¢do, os
resultados demonstram dessa maneira que a transfeccao nessa linhagem celular usando o
vetor pCDNA foi eficiente, além disso, os resultados revelaram que estas proteinas foram
expressas e localizadas no nucleo das células HEK293T transfectadas (Figura 4).

Figura 4. Imunofluorescéncia indireta em células HEK293T utilizando o plasmideo pCDNA_NS5.

A
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Legenda: (A) Imagens microscépicas de imunofluorescéncia em células HEK293T sem transfeccéo. (B)
Imagens microscopicas de imunofluorescéncia em células HEK293T ap6s o plasmideo NS5-eYFP-
pCDNA. As imagens foram tiradas 2 dias apés a transfeccdo. NS5 (verde); DAPI (azul). A barra de escala
=10 pm.

Espectrometria de massas

Dados da espectrometria de massas tidos como mais relevantes para processos
bioldgicos de HEK293T estdo resumidos na Quadro 1 e levam em conta apenas as
proteinas imunoprecipitadas com o NS5 e substancialmente enriquecidas em relagdo ao
lisado celular utilizado como controle negativo nos experimentos de imunoprecipitagéo.

Foram selecionadas as 20 proteinas mais enriquecidas de acordo com a razéo do
LFQ das amostras transfectadas com o controle. Foi visto que a proteina NS5 foi a mais
abundante dentre todos os peptideos identificados, confirmando assim sua integridade
apos os processos de lise celular e imunoprecipitagao.

Os dados revelaram que a proteina NS5 interage com proteinas ja descritas como
parceiras, como as proteinas de transporte nuclear importina, acredita-se que estas
proteinas interagem diretamente com a NS5. Os resultados de espectrometria de massas
revelaram outras proteinas potencialmente parceiras da NS5 e com possiveis implicaces
bioldgicas, como as que atuam no processamento e splicing do mRNA, na imunidade
inata e na interacdo virus-hospedeiro. Proteinas precipitadas envolvidas com processos
celulares como ciclo celular, divisdo celular, danos e reparo do DNA, ritmos bioldgicos,

apoptose e regulacdo da transcricdo, podem contribuir para o entendimento de
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mecanismos patogénicos do virus. Observa-se que a maioria das proteinas precipitadas
estdo localizadas no ndcleo celular, mas também foi visto em outras regibes como

citoplasma, Golgi, reticulo endoplasmatico e mitocéndria.



Quadro 1. Proteinas imunoprecipitadas com a NS5 em células HEK293T.
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. Razédo LFQ s .
Identidade Gene (NS5/Ctrl) Processo bioldgico Localizacéo
1 Proteina nao-e;ti[(lgtural 5 - Virus NS5 54212333 Replicacdo RNA viral Nucleo, citoplasma
Proteina da familia dedo de zinco .
2 ZC3H11A 1252800 Transporte de mRNA, Transporte Nucleo
CCCH 112
3 Provavel RNA helicase DDX20 DDX20 1133010 Processamento mRNA, Splicing mMRNA Nucleo, citoplasma
dependente de ATP
4 Importina 5 IPO5 987380 Interagao kus-hospe'd eiro, Transporte de Nucleo, citoplasma
proteinas
5 Proteina 4 associada a organela GEMIN4 946653,3 Processamento mRNA, Splicing mMRNA Nucleo, citoplasma
nuclear da gema
6 Matrin 3 MATR3 757073,3 Imunidade inata Nucleo
7 Subunidade alfa do coatdmero COPA 752706,7 Transporte ER-Golgi, Transporte de proteinas | Golgi, citoplasma
8 | Subunidade gama 1 do coatomero | COPG1 680256,7 Transporte ER-Golgi, Transporte de proteinas | Golgi, citoplasma
9 Glicogénio sintase, musculo GYS1 644303,3 Biossintese de glicogénio Citoplasma
10 Isoleuc_:ma - tR',\l'.A‘ ligase IARS 637203,3 Biossintese de proteinas Citoplasma
citoplasmatica
11 Leuc!na ! RN',A‘t. ligase LARS 545506,7 Biossintese de proteinas Citoplasma
citoplasmatica
12 Importina 7 IPO7 542076,7 Interagao kus-hporsépt):;jnee:;o, Transporte de Nucleo, citoplasma
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13 U5 Ribonucleoproteina EFTUD2 | 5187767 Processamento mRNA, Splicing mRNA Niicleo
nuclear pequena 116 kda
14 | Fator de splicing 3B subunidade 1 SF3B1 489666,7 Processamento mRNA, Splicing mMRNA Nucleo
(3R) -3-hidroxiacil-CoA Biossintese de acidos graxos, Metabolismo de Reticulo
15 | desidratase de cadeia muito longa | HACD3 475750 acidos graxos, Biossintese de lipidios, "
. N endoplasmatico
3 Metabolismo lipidico
16 Fator 1 m_dutor de_apoptose, AIFM1 4740067 Apoptose Mltocqndrla, nucleo,
mitocondrial citoplasma
17 Exonucleji >€ do complexo DIS3 459170 Processamento rRNA Nucleo, citoplasma
exossomico RRP44
18 tRN_A Ilg_ase - Gluta_mato EPRS 442653 3 Biossintese de prote|n~as, Regulacédo da Citoplasma
bifuncional / prolina traducao
Provavel rRNA 28S (citosina Biogénese do ribossomo, Processamento de .
19 (4447) -C (5)) - metiltransferase NOP2 4243633 rRNA Ncleo
20 | Fator de splicing 3B subunidade 3 SF3B3 421296,7 Processamento mRNA, Splicing mMRNA Nucleo

Quadro 1: Quadro com os principais dados da espectrometria de massas, na qual € vista a identidade das proteinas co-imuprecipitadas com a NS5. Para saber a rela¢do da
abundancia de peptideos da amostra de interesse, é calculada a razdo entre a amostra teste (células transfectadas NS5) e a amostra controle (célula sem esta transfectada), que
permite a analise da relacdo da média do LFQ entre os extratos derivados de células que expressam NS5 dividido pela média do LFQ observado nos lisados das células controle.
Também é observado o processo bioldgico que a proteina esta envolvida e sua localizagdo subcelular através do UniProt database.
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Discussao

O ZIKV é um arbovirus emergente e ganhou repercussao internacional nos Gltimos anos
se tornando um dos flavivirus mais estudados pela comunidade cientifica. Os recentes surtos
epidémicos na América Central e América do Sul e a inesperada associagdo entre a infeccao
pelo ZIKV com alteracGes neuroldgicas em recém-nascidos e adultos atraiu a atencdo global
sobre a necessidade de estudar e compreender o mecanismo de patogénese viral. Apesar do
enorme avanco no conhecimento a respeito do virus, ainda se faz necessario estudar o tropismo
e o impacto do ZIKV sobre a biologia celular e como esses fatores comprometem o
desenvolvimento. Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo analisar possiveis
interacdes entre a proteina viral NS5 e proteinas do hospedeiro, bem como sua distribuicdo
intracelular, analisando, dessa maneira, potencias mecanismos que explicassem a capacidade
do virus de replicacdo e inibicdo da resposta imune inata.

No presente estudo foi observado que a localizacdo subcelular da proteina NS5 esta
presente na fracdo nuclear da célula, observado por imunofluorescéncia indireta. Este resultado
corroborou com outros estudos que confirmam que o NS5 se localiza no nucleo durante a
infeccdo viral e superexpressao da proteina, sendo observado em células Vero, HeLa, Huh-7,
LN229, C6/36 e HEK293T que expressam o ZIKV NS5, assim sugere-se que a localizacdo
nuclear vinda do ZIKV NS5 é independente do tipo de célula (GRANT et al., 2016; HERTZOG
etal., 2018; NG, IVAN H.W. et al., 2019; KOVANICH et al., 2019; ZHAO et al., 2019).

Na espectrometria de massas, a proteina de maior razao no nosso estudo foi a proteina da
familia dedo de zinco CCCH, a ZC3H11A, proteina de ligacdo a RNA que modula a expressao
génica em eucariotos (BLACKSHEAR, 2002). A PAFl1 também foi encontrada em
imunoprecipitages da NS5 do virus Zika e Encefalite japonesa (KOVANICH et al., 2019),
sendo considerado um alvo celular conservado da NS5 em flavivirus, este gene é responsavel
pela codificacdo da subunidade do complexo fator associado a polimerase (PAF1). Este
complexo PAF1 interage com a RNA polimerase Il e desempenha um papel no alongamento
da transcri¢do, bem como nas modificagdes das histonas, incluindo ubiquitilagdo e metilagédo
(CHEN et al., 2015).

Além disso, foi realizada a comparagdo do nosso conjunto de dados com dados de
interacdo ZIKV-hospedeiro da literatura e foi observado 12 proteinas sobrepostas, que incluem
HNRNPC, HNRNPH3, LEO1, MATR3, NOC2L, PAF1, RBMX, SF3B1, SF3B3, THRAP3,
ZC3H18 e ZRANB2 (COYAUD et al., 2018; SHAH et al., 2018). Notou-se também a presenca

de proteinas que sdo comuns em interacfes de NS5 de outros flavivirus, como CSE1L, EIF3A,
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EIF3B, EIF3C, EIF3L, HNRNPAO, HNRNPA3, LEO1, MATR3, NOC2L, RUVBL1, SRSF7
e ZRANB2 (SAVIDIS et al., 2016; MAIO et al., 2016; KOVANICH et al., 2019).

A literatura demonstra que a proteina NS5 possui como alvo principal as proteinas
hospedeiras envolvidas na sintese, processamento e transporte de RNA (BRETON, LE et al.,
2011; MAIO et al., 2016; COYAUD et al., 2018; SHAH et al., 2018). Como esperado, nossa
pesquisa revelou proteinas de processamento e splicing do mRNA, como DDX18, DDX20,
EFTUD2, GEMIN4, HNRNPA3, PRPF6, SF3B1, SF3B3, SNRPN, proteinas de transporte
nuclear como IPO5, IPO7, IPO8, IPO9 e XPOT, e varias enzimas metabolicas, GYS1, HACD3
e TECR. Proteinas celulares de fungbes conhecidas mas que ndo possuem associacdo direta
com a NS5 na literatura foi observada, como IGHAL, proteina da regido constante das cadeias
pesadas de imunoglobulina (SCHROEDER; CAVACINI, 2010); TMEM33, que regula
positivamente a sinalizacdo de resposta de proteina desdobrada mediada por PERK e mediada
por IREL(SAKABE et al., 2015); e a XRCC6 que desempenha um papel na regulacdo da
resposta imune inata mediada por virus de DNA, e ainda serve de plataforma para a fosforilacdo
do IRF3 e a subsequente ativacdo da resposta imune inata pela via cGAS-STING (MORCHIKH
etal., 2017).

Na literatura, os interactomas da NS5 foram investigados por varios tipos de ensaios,
por hibridacdo dupla de levedura de alto rendimento (Y2H) e identificacdo de biotina
dependente de proximidade em larga escala (BiolD) como por sistemas de superexpressao ou
em células infectadas, o que poderia explicar parcialmente diferencas entre os trabalhos. Outras
pequenas diferencas nos métodos, como vetores de expressao, marcadores de afinidade,
diferencas na sequéncia de aminoacidos entre as cepas de virus utilizadas, também podem
contribuir para as diferencas entre os estudos.

Deve-se levar em conta que este trabalho descreve interagcdes que ocorrem através da
superexpressdo da NS5 e que ndo leva em conta algumas interagdes proteina-virus-hospedeiro
que s6 podem ser observadas no contexto de uma infecgdo viral. Por fim, o aumento da
compreensdo da rede de interagdo virus-hospedeiro no nivel molecular trard novas ideias para

inibicdo e controle viral.
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