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RESUMO

Referéncia para o Ministério da Saude na regido Sul do pais, o Laboratorio de
Virologia Molecular do Instituto Carlos Chagas/Fiocruz PR tem entre suas atribuicdes
a vigilancia epidemiologica de virus emergentes e reemergentes. Neste contexto,
recentemente identificou e caracterizou um novo alphavirus, denominado Caaingua
(CAAV). A maior parte dos virus desse género possuem insetos como vetores,
majoritariamente mosquitos, e infectam uma grande variedade de hospedeiros
vertebrados. Os alphavirus que incluem humanos como hospedeiros em seus ciclos
de transmissdo podem causar doencas, tipicamente caracterizadas por artralgia ou
encefalite. O CAAV foi isolado a partir de pools de mosquitos Culex na regiao de
Marilena (PR) durante um surto de doenca artritogénica, a qual nao teve diagnostico
laboratorial confirmado para nenhuma arbovirose circulante e foi, portanto, descrita
como desconhecida. Apesar de até 0 momento nao ter sido estabelecido um vinculo
entre o virus e o surto em Marilena, maiores estudos sdo necessarios para investigar
o papel epidemiolégico do novo virus e seu ciclo de transmissdo. Sendo assim, o
objetivo do presente estudo foi desenvolver insumos para ampliar a caracterizagao de
CAAV in vitro e em mosquitos. Os objetivos especificos do estudo foram o
desenvolvimento e caracterizag&o de anticorpos monoclonais (mAbs) reativos contra
o virus e a avaliacdo da infeccdo de CAAV em mosquitos Aedes albopictus por RT-
gPCR. Para atingir esses objetivos, camundongos Balb/C foram imunizados com o
virus purificado e seus esplendcitos foram fusionados com células de mieloma da
linhagem P3X63Ag8.653. Os hibridomas secretores de anticorpos anti-CAAV foram
selecionados por imunofluorescéncia indireta e os positivos foram submetidos a
diluicdo limitante para obtengdo de mAbs. O protocolo de fusdo resultou em trés
hibridomas (8A11, 7D11 e 5F4) estaveis produtores de anticorpos anti-CAAV, dos
quais foram obtidos 15 mAbs. Dois mAbs (5F4/F6/A10 e 5F4/H6/D6) foram purificados
e caracterizados, sendo ambos do isotipo IgG2a com cadeia leve kappa. Os mAbs
nao apresentaram reatividade cruzada com os alphavirus Aura virus, Chikungunya,
virus da Encefalite Equina Venezuelana e Mayaro e continuaram reativos contra o
CAAYV apos a purificacdo. Ademais, o mAb 5F4/F6/A10 teve sua aplicabilidade em
ensaio de citometria de fluxo demonstrada e apresentou desempenho semelhante ao
anticorpo comercial usado como controle. Para avaliar a infeccdo por CAAV em A.
albopictus, mosquitos dessa espécie foram infectados por via oral em dois
experimentos: no primeiro, 0s mosquitos foram coletados e analisados
individualmente apés 0, 4, 7, 14 e 21 dias e, no segundo, 0os mosquitos foram
coletados apés 0, 7, 14 e 21 dias, foram dissecados em intestino, torax e cabeca e
analisados em pools. As analises por RT-gPCR sugerem que mosquitos A. albopictus
séo suscetiveis a infeccdo por CAAV e que a replicacdo ndo se limita ao intestino,
mas também se dissemina para cabeca e torax em até 7 dias apés a ingestao do virus.
Em ambos os experimentos, houve deteccao viral nos mosquitos até 21 dias apds a
alimentacdo, sugerindo uma infeccao persistente. Esse foi o primeiro estudo a avaliar
a infeccdo por CAAV em espécies de mosquitos vetores e a produzir mAbs especificos
para CAAV.

Palavras chave: virus Caaingua; anticorpos monoclonais; RT-gPCR; Aedes
albopictus.



ABSTRACT

The Reference Laboratory of Emerging Viruses at Carlos Chagas Institute/ Fiocruz-
PR provides surveillance services for emerging and re-emerging arboviruses for the
Brazilian Ministry of Health. In this context, recently a novel alphavirus, named
Caaingua virus (CAAV), was identified and characterized. Most viruses of this genus
have insects as vectors (mainly mosquitoes) and can infect a large variety of vertebrate
hosts. Alphaviruses that have humans as hosts in their transmission cycle can cause
disease, typically characterized by arthralgia or encephalitis. CAAV was isolated from
pools of Culex mosquitoes collected at Marilena municipality, South Brazil, during an
outbreak of an arthritogenic disease. Since patients had no laboratory diagnosis for
the commonly circulating arboviruses, the etiological agent was considered unknown.
Although a link between the outbreak at Marilena city and CAAV has not been
established, additional studies are needed to investigate the virus transmission cycle
and epidemiological role. Therefore, the aim of this study was to develop reagents that
can be applied to broaden the characterization of CAAV in vitro and in mosquitoes.
Specific goals include the production and characterization of anti-CAAV monoclonal
antibodies and the evaluation of CAAV infection in Aedes albopictus mosquitoes using
RT-gPCR. For this purpose, Balb/C mice were immunized with purified CAAV and their
splenocytes were fused with myeloma cell line P3X63Ag8.653. Hybridomas producing
anti-CAAV antibodies were selected by indirect immunofluorescence assay and were
cloned to obtain mAbs. Fusion protocol resulted in three stable hybridomas (8A11,
7D11, 5F4), from which 15 mAbs were obtained. Two mAbs (5F4/F6/A10 and
5F4/H6/D6) were chosen for characterization, both with IgG2a isotypes and kappa light
chains. Both mAbs did not cross-react with the alphaviruses Aura virus, Chikungunya
virus, Mayaro virus and Eastern Equine Encephalitis virus and antibody reactivity
against CAAV was retained after affinity purification procedures. In addition, mAb
suitability for flow cytometry assay was demonstrated with 5F4/F6/A10 and showed a
similar performance to the commercial antibody used as a control. In order to evaluate
CAAV infection in A. albopictus, mosquitoes were orally infected in two experiments:
in the first, mosquitoes were individually collected and processed at 0, 4, 7, 14 and 21
days post infection (d.p.i.) and in the second, mosquitoes were collected at 0, 7, 14
and 21 d.p.i., dissected in midgut, thorax and head and processed in pools. RT-qPCR
analysis suggests that A. albopictus mosquitoes are susceptible to CAAV and that
infection is not limited to the midgut, but disseminates to the head and thorax up to 7
days after an infectious blood meal. In both experiments, the virus was detected up to
21 d.p.i., suggesting the establishment of a persistent infection. This was the first study
to evaluate CAAV infection in vector mosquitoes and to produce anti-CAAV specific
mADsS.

Keywords: Caaingua virus; monoclonal antibodies; RT-gPCR; Aedes albopictus.
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1. INTRODUCAO
1.1 Emergéncia de virus

Inimeros fatores podem contribuir para a emergéncia de novas arboviroses.
De modo geral, esse fen6meno pode ser descrito como um processo de trés etapas.
Primeiramente, o virus adquire a capacidade de infectar células de um novo
hospedeiro. Em seguida, o0 virus se adapta ao novo organismo de modo a se replicar
mais eficientemente e facilitar a transmissdo entre hospedeiros. Por fim, a
disseminacdo do virus de forma endémica na populacdo de hospedeiros é
possibilitada, levando a sua emergéncia. As duas primeiras etapas estéo relacionadas
a mudancas genéticas e evolutivas do virus. Ja a terceira esta ligada a alteracdes na
populacdo dos hospedeiros e vetores do virus, as quais podem ser causadas por
fatores ambientais e antropologicos (DENNEHY, 2016).

Sob o ponto de vista evolutivo, virus possuem diversas caracteristicas que
podem estar associadas a uma rapida capacidade adaptativa, entre elas um genoma
pequeno, ampla diversidade genética, curto ciclo replicativo e altas taxas de
mutacg&o/recombinacdo/rearranjos (HOLMES, 2009; ELENA; SANJUAN, 2007). A
maioria dos arbovirus emergentes sdo virus com genoma composto por molécula(s)
de RNA, os quais em grande parte ndo dispde de mecanismos de proofreading
durante a replicacdo e apresentam as maiores taxas de mutacdo na natureza
(DRAKE, 1993; DENNEHY, 2016). Essas altas taxas de mutacdo tem como
consequéncia um conjunto de moléculas de RNA gendmicos virais que apresentam
um amplo espectro de variacdes genéticas e gendtipos, fendbmeno identificado como
quasiespécies (LAURING; ANDINO, 2010). Consequentemente, esse fendmeno
facilita a replicacéo viral em organismos extremamente diferentes como artrépodes e
vertebrados, fator critico para sustentar o ciclo de transmissdo. Ademais, a presenca
de quasiespécies pode contribuir para a emergéncia de novos virus, uma vez que
pode produzir variantes capazes de infectar novos hospedeiros (DENNEHY, 2016).

Além de fatores intrinsecos a natureza do virus, diversas a¢es antropoldgicas
podem influenciar na emergéncia de arboviroses, sobretudo através da alteracao na
distribuicdo e dispersao de insetos vetores. Recentemente, o aumento da densidade
populacional, a intensificacdo da urbanizacdo e da globalizagdo através do

deslocamento de pessoas especialmente por via aérea contribuiram para uma maior
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frequéncia de exposicdo de humanos a mosquitos. Além disso, a expanséo
demografica, o desenvolvimento industrial e, consequentemente, o aumento do
desmatamento contribuiram para a constante invasdo do ser humano em habitats
selvagens e seu contato com ciclos de transmissao silvestre de diversos virus
(GOULD et al., 2017). Esse contexto tem favorecido a emergéncia de arbovirus que
causaram grandes impactos em termos de salde publica globalmente, como
Chikungunya e Zika (A TSETSARKIN et al.,, 2011; ZANLUCA; SANTOS, 2016;
ZANLUCA et al., 2015).

A distribuic&o e disperséo de insetos vetores também pode ser influenciada por
mudancas climaticas. Fatores como umidade, pluviosidade e temperatura podem
impactar no tempo de oviposicdo, sobrevivéncia e taxa reprodutiva dos vetores.
Ademais, o aumento das temperaturas globais pode permitir a expansdo de espécies
tropicais para regides temperadas e periodos de maior pluviosidade aumentam a
disponibilidade de ambientes para reproducdo. Sendo assim, fatores climaticos
afetam a abundancia e distribuicdo de insetos vetores e consequentemente dos virus
associados a eles (MARKLEWITZ; JUNGLEN, 2019; SEMENZA; MENNE, 2009).

Em suma, a emergéncia de arboviroses é um fendmeno complexo influenciado
por diversos elementos relacionados a evolucdo viral, acdes antropoldgicas e
mudancas ambientais. As consequéncias desses fatores podem ser exemplificadas
pela emergéncia de virus que impactaram fortemente a satde humana, como a febre
amarela (YFV), dengue (DENV), Zika (ZIKV) e Chikungunya (CHIKV) (A
TSETSARKIN et al., 2011; MONATH; VASCONCELOS, 2015; ZANLUCA; SANTOS,
2016; GUBLER; CLARK, 1995). Diante desse contexto, uma série de medidas sao
necessarias para melhor compreender, combater e prevenir a emergéncia de
arboviroses. A¢des promissoras incluem a realizacdo de estudos de ecologia viral e
genética molecular para a elaboragdo de modelos preditivos, o desenvolvimento de
medicamentos antivirais de amplo espectro, o combate a vetores comuns e a

manutengao de uma constante vigilancia epidemioldgica (DENNEHY, 2016).

1.2 Virus Caaingua (CAAV)

No atual panorama da (re)emergéncia de arboviroses de importancia clinica, a
vigilancia epidemiologica demonstra ser de suma importancia para agbes de
enfrentamento. Nesse sentido, o Laboratoério de Virologia Molecular do Instituto Carlos
Chagas/Fiocruz PR atua como Referéncia para o Ministério da Saude em acdes de
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vigilancia de arbovirus (re)emergentes, realizando a detecc¢éo de infecgdes virais em
amostras humanas, de animais reservatorios e vetores. Neste contexto, o alphavirus
Caaingua (CAAV) foi identificado e isolado a partir de pools de mosquitos coletados
no estado do Parana (TSCHA et al., 2019).

O virus foi identificado no municipio de Marilena, regido que tem apresentado
alta incidéncia de arboviroses nos ultimos anos, sobretudo dengue. Em 2017, ocorreu
no municipio um surto de uma doencga cujos pacientes manifestaram sintomas
sugestivos de infeccao por arbovirus como febre, mialgia, cefaleia, dores nas costas,
dor retro-orbital e artralgia. No entanto, os pacientes ndo tiveram diagnostico
laboratorial confirmado para nenhuma das arboviroses circulantes no pais e portanto,
a doenca foi descrita como de etiologia desconhecida.

Tendo como finalidade identificar o agente etiolégico causador do surto, o
Laboratorio de Referéncia em Virus Emergentes (LRV) recebeu amostras de soro dos
pacientes. As amostras de fase aguda de infeccdo foram triadas para deteccéo
genérica de alphavirus e flavivirus utilizando protocolos de RT-PCR (SANCHEZ-
SECO et al., 2005; SANCHEZ-SECO et al., 2001).

Uma vez que os protocolos de triagem tiveram resultados negativos, foram
realizadas coletas de mosquitos na cidade, sobretudo nas proximidades das
residéncias dos pacientes. As coletas totalizaram 121 pools de mosquitos de
diferentes espécies, que foram triados para deteccao de flavivirus e alphavirus por RT-
PCR genéricos. Essa triagem resultou em 3 pools positivos para alphavirus, para os
quais foi realizado o sequenciamento dos amplicons e posteriormente o isolamento
viral em cultura de células de mosquito. Objetivando identificar o virus isolado, o
genoma completo do isolado viral (denominado MS681) foi sequenciado por NGS
(Sequenciamento de Nova Geracdo - do inglés Next Generation Sequencing),
revelando 73% de identidade com os virus dos complexos das encefalites equinas
(TSCHA et al., 2019). Visto que o ICTV (Comité Internacional de Taxonomia de Virus)
determina uma divergéncia nucleotidica minima de 21% para distincdo de espécies
de alphavirus, confirmou-se a identificagdo de um novo virus desse género (CHEN et
al., 2018; KING; ADAMS; CARSTENS; LEFKOWITZ, 2012). O virus foi nomeado
Caaingua, em referéncia a tribo indigena que habitou a regido (TSCHA et al., 2019).

A confirmacéo das espécies de mosquitos dos pools positivos para alphavirus
foi realizada por DNA barcoding através da analise da subunidade | do citocromo C
Oxidase (COI). Os resultados indicaram a existéncia de diversas espécies de Culex
como possiveis vetores de CAAV. Além de mosquitos do género Culex, é possivel
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gue outros mosquitos estejam envolvidos no ciclo de transmisséao, visto que ensaios
de caracterizacao biolégica in vitro indicaram a permissividade de linhagens celulares
do género Aedes a infeccéo (TSCHA et al., 2019).

Os alphavirus sao capazes de infectar uma grande diversidade de vertebrados
(KUHN, 2013). Todavia, at¢é o momento ndo foram identificados hospedeiros
vertebrados para CAAV. Ensaios visando avaliar a replicacdo de CAAV em diferentes
linhagens celulares indicaram que células de humanos, macacos, galinhas, hamsters,
ratos e zebrafish ndo sdo permissiveis a infeccdo (TSCHA et al., 2019). E importante
destacar que células de linhagem possuem um carater genético modificado e,
consequentemente, seu perfil de expresséao e fenétipo podem ser diferentes dos tipos
celulares que as originaram. Sendo assim, podem n&o apresentar o comportamento
que seria observado em células priméarias ou em um sistema in vivo (KAUR; DUFOUR,
2012).

Apesar das linhagens de vertebrados testadas ndo serem susceptiveis a
replicacdo de CAAV, ensaios com ceélulas mononucleares do sangue periférico
humano (PBMC) indicaram infec¢éo dessas culturas primérias. Ademais, uma baixa
viremia ou as condi¢gbes de armazenamento das amostras antes de serem enviadas
para analise podem ter influenciado nos resultados negativos observados nos soros
dos pacientes (TSCHA et al., 2019). Dessa forma, embora a caracterizacéo biologica
inicial sugira que CAAV seja um alphavirus inseto-especifico, um possivel vinculo

epidemioldgico entre o virus e o surto que ocorreu em Marilena néo foi descartado.

1.3 Alphavirus

O género Alphavirus representa o Unico da familia Togaviridae e atualmente
compreende 32 espécies reconhecidas pelo ICTV (CHEN et al., 2018). Baseado em
testes de reatividade cruzada, as espécies podem ser divididas em oito complexos
antigénicos: Semliki Forest, Barmah Forest, Trocara, Middelburg, Ndumu e complexos
das Encefalites Equinas Venezuelana, do Leste e do Oeste (KUHN, 2013; POWERS
et al., 2001; GOULD et al., 2010; CALISHER; KARABATSOS, 1988). Por possuirem
uma ampla distribui¢cdo geografica, os alphavirus séo tipicamente descritos como virus
do Novo Mundo ou Velho Mundo e compreendem diversos virus de relevancia médica
e veterinaria. Os alphavirus patogénicos que circulam no Velho Mundo comumente
causam doencas febris com artralgia e erupcao cutanea, como o CHIKV, enquanto os
virus do Novo Mundo frequentemente causam encefalites, como o virus da Encefalite
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Equina Venezuelana (VEEV) (GOULD et al., 2010; GRIFFIN, 2013). Apesar dessa
classificacdo, recentemente tem-se observado uma mudanca na dinamica de
circulacao dos alphavirus, exemplificada pela emergéncia de CHIKV nas Américas.
Sua circulacao foi reportada na ilha Saint Martin em 2013 e, ap6s um ano, ja havia
causado mais de 1 milhdo de casos no continente americano (YACTAYO et al., 2016;
CASSADOU et al., 2014).

1.3.1 Organizagao do genoma e estrutura do virion

Os alphavirus sédo virus envelopados de RNA fita simples, de polaridade
positiva e de aproximadamente 11.7 kilobases de comprimento (Figura 1.1). O RNA
gendmico possui Cap, cauda poliadenilada e duas fases abertas de leitura (ORFs-
Open Reading Frames) que codificam dois grupos de proteinas virais: as nédo-
estruturais e as estruturais. As proteinas néo estruturais (nspl, nsp2, nsp3 e nsp4)
atuam na replicacdo viral e sdo traduzidas diretamente do RNA gendémico. Em
contrapartida, as proteinas estruturais (Cp, E3, E2, 6K, TF e E1) compdem a particula
viral e sdo traduzidas através da producdo de um RNA mensageiro subgenémico
(STRAUSS; STRAUSS, 1994).

NS-ORF * S-ORF
s [ N I I | | O
nsP1 nsP2 nsP3 nsP4 CPE3 E2 6K/TF E1
SGRNA 5'-=i b= A(n)-3'

Figura 1.1 - Representagdo do genoma de alphavirus. O RNA gendmico possui Cap (m7G) e cauda
poliadelinada (A(n)). As linhas sdlidas representam regides nao-codificadoras. Os retangulos
representam a fase aberta de leitura ndo estrutural (NS-ORF - do inglés Non Structural Open Reading
Frame) e estrutural (S-ORF - do inglés Structural Open Reading Frame). A NS-ORF codifica as
proteinas néo estruturais nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4. O asterisco representa um cédon de terminagéo
apos a regido codificadora de nsp3. A partir da S-ORF, é produzido um RNA subgendmico (sgRNA),
do qual sdo traduzidas as proteinas estruturais CP, E1, E2, E3, TF e 6K. Adaptado de CHEN et al.,
2018.

O virion, que possui aproximadamente 70 nm de diametro, € formado por um
envelope e um nucleocapsideo envolvendo o RNA genémico (Figura 1.2). O envelope
contém uma bicamada lipidica oriunda da membrana plasmatica do hospedeiro, onde
se localizam as glicoproteinas virais E1 e E2. Essas proteinas se organizam em 80
espiculas presentes na superficie do virion. As espiculas sdo geradas através da

formacao de heterodimeros de E1 e E2, que posteriormente se agrupam em trimeros.
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A proteina E2, além de se associar com E1, interage com a proteina do capsideo (Cp)
através de seu dominio citoplasmatico, contribuindo para a estrutura rigida do virion.
O nucleocapsideo € formado por 240 unidades da proteina Cp, organizadas em uma
estrutura com simetria icosaédrica T=4 (KUHN, 2013; STRAUSS; STRAUSS, 1994).

Capsid protein
(CP) Membrane

Figura 1.2 - Representac@o de uma particula viral de alphavirus. O virion é formado pelo envelope,
onde localizam-se os dimeros de proteinas de envelope E1 e E2 organizados em trimeros, € 0
capsideo, onde se localiza 0 RNA gendmico do virus. As proteinas do capsideo (Cp) se organizam em
estrutura icosaédrica T=4. Fonte: HULO et al., 2010.

1.3.2 Ciclo de replicacéo dos alphavirus

A entrada do virus na célula ocorre pela interacédo da proteina E2 das espiculas
com receptores da superficie celular, desencadeando um processo de endocitose
mediada por clatrina (Figura 1.3). Posteriormente, a acidificacdo do pH endossomal
resulta na dissociacdo de E1 e E2, e culmina na fusdo (mediada por E1) das
membranas do envelope e do endossomo e a liberacdo do capsideo viral no
citoplasma da célula. O capsideo se dissocia liberando o RNA gendmico,
possibilitando a tradugcéo da ORF néo estrutural, a qual pode gerar duas poliproteinas:
pl234 ou pl23. Os mecanismos responsaveis pela dissociacdo do capsideo nao
foram elucidados, mas podem ser dependentes da interacdo com ribossomos
(WENGLER; WURKNER; WENGLER, 1992). Outros estudos sugerem que a
exposicdo do virion ao pH &cido do endossomo poderia preparar o capsideo para sua
dissociacao. Isso ocorreria pois € possivel que as proteinas E1 e 6K atuem como
canais ionicos, permitindo que o capsideo tenha contato com o pH baixo ainda dentro
do endossomo e se torne instavel (JOSE; SNYDER; KUHN, 2009).
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Figura 1.3 - Representagdo esquematica do ciclo de infeccdo de alphavirus. A entrada do virus na
célula ocorre através da ligacdo do virion ao receptor de superficie celular. Posteriormente, ocorre a
fusdo do envelope viral com a membrana do endossomo, a dissociagdo do capsideo e liberacao do
RNA viral genémico no citoplasma. A partir do RNA gendmico sdo traduzidas as proteinas ndo
estruturais e € produzido o RNA subgendmico, do qual sdo traduzidas as proteinas estruturais. As
glicoproteinas virais sdo direcionadas a membrana plasmatica, onde se associam com o
nucleocapsideo para o brotamento das novas particulas virais. Fonte: JOSE; SNYDER; KUHN, 2009.

Na maioria dos alphavirus, a poliproteina p1234 (contendo nspl, nsp2, nsp3 e
nsp4) é traduzida em menor quantidade devido a presenca de um coédon de
terminagdo apoés a regido codificadora de nsp3, que é lido em alta frequéncia (80%-
90%). Sendo assim, p123 é gerada em maior quantidade. Acredita-se que a clivagem

total da poliproteina, assim como a geracdo de intermediarios de clivagem sejam
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responsaveis por regular a sintese dos diferentes RNAs virais (JOSE; SNYDER;
KUHN, 2009; STRAUSS; STRAUSS, 1994).

A traducéo das proteinas néo estruturais culmina na formacéo dos complexos
de replicacdo, que sdo responsaveis pela sintese dos RNAs virais. A proteina nspl
possui atividade de guanina-7-metiltransferase e guaniltransferase, necessarias para
o capeamento do RNA viral gendmico e subgenémico. Além disso, a nspl pode atuar
na iniciacao da sintese de moléculas de RNA de polaridade negativa e, por ser uma
proteina associada a membrana, € capaz de ancorar os complexos de replicagédo. A
proteina nsp2 tem atividade de protease e helicase, agindo respectivamente no
processamento das poliproteinas ndo estruturais e na dissociacao de possiveis duplex
de RNA que se formam durante a replicacdo. A funcéo proteolitica de nsp2 esta ativa
tanto na sua forma individual quanto fazendo parte da poliproteina. A atividade de
nsp3 nao foi completamente elucidada. Todavia, estudos indicam que a proteina é
necessaria para a sintese do RNA gendémico e subgendémico, além de possivelmente
estar envolvida no desenvolvimento de neuroviruléncia (JOSE; SNYDER; KUHN,
2009; PARK; GRIFFIN, 2009). A proteina nsp4 possui dominio RNA polimerase
dependente de RNA, constituindo assim um componente essencial do complexo
replicativo (STRAUSS; STRAUSS, 1994; KUHN, 2013).

No inicio da infeccdo, ocorre a traducéo de p123 e p1234 a partir da ORF nao
estrutural. Visto que nsp2 é capaz de clivar em cis apenas na jun¢do nsp3/nsp4, ha
uma predominancia de p123 e nsp4. Esse contexto favorece a producado de um RNA
complementar de polaridade negativa a partir do RNA genémico. Conforme a
producdo de RNA negativo procede, ocorre também um acumulo de pl23, que
possibilita a clivagem em trans da poliproteina por nsp2. A geragao das proteinas nao
estruturais individuais marca a sinalizacao (switchover) para a sintese de RNAs de
polaridade positiva. Assim, o RNA complementar produzido anteriormente serve como
molde para gerar mais RNA gendmico, além do RNA subgendmico que codifica as
proteinas estruturais. Estas sao entdo traduzidas em uma poliproteina (C-pE2-6K-E1),
que é processada por proteases virais e do hospedeiro. A primeira proteina estrutural
traduzida € a do capsideo e, por ter atividade auto-proteolitica, é liberada no
citoplasma onde formard os nucleocapsideos contendo o RNA genémico (JOSE;
SNYDER; KUHN, 2009).

A poliproteina restante (pE2-6K-E1) possui um sinal de enderecamento para o
reticulo endoplasmatico (RE), onde é processada liberando pE2, 6K e E1. Além dessa
forma de processamento da poliproteina, uma troca de fase de leitura na regido
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codificadora de 6K ocorre em baixa frequéncia, resultando na formagéo da proteina
TF (do inglés - Transframe) e na auséncia da producao de E1. Ainda no RE, pE2 e E1
formam heterodimeros e sofrem modificacdes pés-traducionais, seguindo pela via
secretora. No complexo de Golgi, sdo formados trimeros de pE2-El e, antes de
alcangar a membrana plasmatica, furinas e signalases do hospedeiro clivam pE2 em
E2 e E3. Essa etapa € essencial para a formacéo de novas particulas infecciosas pois
E3 atua na estruturacdo das espiculas virais. Assim, as espiculas chegam a
membrana plasmatica do hospedeiro, onde interagem com o nucleocapsideo através
de E2 e onde ocorre o brotamento do virion (JOSE; SNYDER; KUHN, 2009; MULVEY;
BROWN, 1996).

Embora os mecanismos nao tenham sido completamente elucidados, sabe-se
que as proteinas 6K e TF sdo importantes para o brotamento do virion. E provavel que
6K atue como espacgador dentro da célula para promover o brotamento, mediando a
interacdo entre C e E2 durante a formacéo das espiculas. Essa hipotese € apoiada
por estudos com mutantes de 6K que demonstraram que a auséncia dessa proteina
resulta em uma maturagdo menos eficaz das espiculas. JA& a proteina TF é
incorporada em pequenas quantidades no virion e sua funcdo nessas particulas
liberadas permanece desconhecida. Entretanto, foi demonstrado em diversos virus
como o Sindbis (SINV) e CHIKV que a proteina TF pode ser um fator de viruléncia em
infeccdes animais (RAMSEY; MUKHOPADHYAY, 2017).

1.3.3 Hospedeiros de alphavirus

Os virus do género Alphavirus sédo capazes de infectar uma grande variedade
de hospedeiros. A maioria se mantém na natureza através de ciclos alternados entre
hospedeiros vertebrados e vetores artropodes, que controlam sua dispersao
geografica (KUHN, 2013). Embora mosquitos, sobretudo do género Aedes e Culex,
sejam 0s principais vetores, diversos alphavirus foram isolados de outros insetos
hematofagos como piolhos, carrapatos e acaros (STRAUSS; STRAUSS, 1994;
LWANDE et al., 2013; LINTHICUM et al., 1991; LA LINN et al., 2001; SHAH et al.,
1960). Os hospedeiros vertebrados sdo geralmente aves ou mamiferos, incluindo
humanos, primatas ndo-humanos, equinos e roedores. Além disso, existem alphavirus
capazes de infectar mamiferos marinhos e peixes, como salméo e truta (GRIFFIN,
2013; KUHN, 2013; LA LINN et al., 2001; DEPERASINSKA; SCHULZ; SIWICKI, 2018;
VILLOING et al., 2000). Apesar de a maioria dos alphavirus alternar entre a infecgéo
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de artropodes e vertebrados, recentemente foram identificados alphavirus inseto-
especificos, classificados assim por serem incapazes de infectar células de
vertebrados e ndo possuirem hospedeiros vertebrados conhecidos (NASAR et al.,
2012; HERMANNS et al., 2017; TORII et al., 2018; HERMANNS et al., 2020).

A capacidade dos alphavirus de infectar uma grande diversidade de
hospedeiros é determinada em grande parte pelos receptores celulares nos quais se
ligam, uma vez que essa € a primeira etapa para a entrada do virus na célula.
Conforme citado anteriormente, esse processo € mediado pela proteina viral E2. E
possivel que essa proteina tenha multiplos sitios de ligacdo a receptores celulares, o
gue poderia explicar a habilidade de infectar células de diferentes organismos. Outras
hipéteses sugerem que E2 se ligue em uma Unica molécula evolutivamente
conservada entre espécies, permitindo que, através dela, seja capaz de infectar
hospedeiros diferentes como vertebrados e insetos (GRIFFIN, 2013).

A partir dessas hipoteses, diversos estudos tém buscado identificar os
receptores celulares usados pelos alphavirus. Um dos primeiros identificados foi o
heparan sulfato, um glicosaminoglicano de superficie celular ao qual o SINV
demonstrou ser capaz de se ligar em células de hamster da linhagem BHK. Entretanto,
essa afinidade parece ser resultante de uma adaptacdo do virus ao cultivo celular
(KLIMSTRA; RYMAN, 1998). Além dessa molécula, o complexo principal de
histocompatilibilidade, lectinas, a chaperona hsp70 e a proteina laminina também
foram propostas como receptores para SINV (VANCINI; HERNANDEZ; BROWN,
2015).

Em virus artritogénicos como CHIKV, Mayaro, Ross River e Onyong-nyong, a
molécula de adesdo celular MXRA8 foi identificada como possivel receptor.
Entretanto, a ocorréncia de infeccao residual em células knockout para MXRA8 e a
auséncia de ortélogos para essa molécula em mosquitos apontam para a existéncia
de outros fatores que contribuem para a entrada do virus nas células (ZHANG et al.,
2018). Embora muitas moléculas tenham sido propostas como receptores para
alphavirus, a identificacdo das mesmas é dificultada pela capacidade dos virus de se
adaptar quando cultivados in vitro e pela interacdo transiente das particulas virais com
outros fatores do hospedeiro. Portanto, estudos adicionais sdo necessarios para
elucidar os mecanismos que conferem aos alphavirus a capacidade de infectar uma
gama diversa de hospedeiros (VANCINI; HERNANDEZ; BROWN, 2015).
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1.4 Mosquitos como vetores para alphavirus

Conforme citado anteriormente, mosquitos constituem os principais vetores dos
alphavirus. Um fator essencial para que possam transmitir esses virus com sucesso €
0 estabelecimento de uma infecgéo produtiva no mosquito vetor. Segundo o modelo
proposto por Hardy et al. (1983), o virus ingerido pela alimentacdo em um individuo
viremico infecta primeiramente as células epiteliais do intestino médio.
Posteriormente, ocorre a disseminacdo e amplificacdo da infeccdo em d&rgaos
secundérios e, finalmente, o virus infecta as glandulas salivares, sendo transmitido
pela saliva no proximo repasto sanguineo (Figura 1.4). O periodo compreendido entre
a alimentacédo do sangue virémico até o mosquito se tornar apto para transmitir o virus
€ denominado periodo de incubacao extrinseco (PIE) (HARDY et al., 1983).

A habilidade de um vetor de adquirir uma infecgdo, sustentar a replicagéo viral
e transmitir o virus é definida como competéncia vetorial. Diversos fatores influenciam
na competéncia de um vetor, como a temperatura ambiental, diferencas genéticas
entre espécies ou cepas virais e barreiras bioldgicas presentes nos mosquitos (Figura
1.4) (LIM et al., 2018; FRANZ et al., 2015).

Cabega Torax Abdomen

I T T 1 e Virus atravessa MIB e infecta
/ células epiteliais do intestino
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sangue virémico =
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e Virus atravessa MEB e
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Figura 1.4 - Representagdo esquematica do ciclo de infeccao viral em mosquitos. Apds repasto
sanguineo em um individuo ou animal infectado, o virus precisa superar a barreira de infeccdo do
intestino (MIB) para infectar as células epiteliais do intestino médio. Para que possa se disseminar para
outros tecidos e células como o corpo gorduroso e hemdécitos, € necessario atravessar a barreira de
escape do intestino médio (MEB). Apds a infeccdo de tecidos secundarios, o virus pode infectar as
glandulas salivares ao superar a barreira de infec¢éo das glandulas (SGIB). Por fim, as particulas virais
podem ser transmitidas no préximo repasto sanguineo se atravessarem a barreira de escape das
glandulas salivares (SGEB). Fonte: adaptado de Vogels et al. (2017) e Lim et al. (2018).
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A primeira barreira ao virus apos ingestdo pelo mosquito € a barreira de

infeccdo do intestino (MIB - Midugut Infection Barrier), que compreende o0s
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mecanismos que afetam a capacidade do virus de infectar as células epiteliais do
intestino médio. Entre os principais exemplos de MIB, pode-se citar a inativacao viral
por enzimas digestivas do intestino do inseto e a reten¢ao do virus no limen por uma
matriz peritrofica secretada pelas células epiteliais durante a digestdo do sangue.
Outro mecanismo que pode impedir a infeccdo € a auséncia ou incompatibilidade de
receptores na superficie apical das células epiteliais, ja que a entrada do virus ocorre
por endocitose mediada por receptores (FRANZ et al., 2015). Nesse sentido, a
proteina viral E2 possui um papel importante no estabelecimento da infec¢éo de
alphavirus no intestino médio dos vetores. Embora estudos tenham identificado
receptores de reconhecimento padrédo e a proteina NRAMP (do inglés - natural
resistance-associated macrophage protein) como potenciais receptores de alphavirus
em mosquitos, estes ainda nédo foram completamente caracterizados (ROSE et al.,
2011; KLIMSTRA et al., 2003).

Apos a replicacao nas células epiteliais do intestino meédio, € necessario que o
virus se dissemine para outros tecidos, 0os quais sdo acessados sobretudo através da
hemolinfa. Para que isso ocorra, o virus deve atravessar possiveis barreiras de
escape do intestino (MEB - Midgut Escape Barrier). Nesse sentido, a lamina basal que
circunda o intestino médio constitui um importante mecanismo de MEB, por ser uma
matriz porosa capaz reter as particulas virais (FRANZ et al., 2015). Embora as vias de
escape do virus nao estejam completamente elucidadas, a observacdo de
anormalidades na morfologia da lamina basal apés a infec¢ao de alguns virus, como
do virus da encefalite equina do leste (EEEV) em Culiseta melanura, sugere o
remodelamento dessa estrutura como possivel mecanismo (WEAVER et al., 1988).
Ao ultrapassar a MEB, o virus se dissemina para outros locais, sendo os mais
frequentes o corpo gorduroso, hemolinfa, hemacitos e tecidos nervosos e, em alguns
casos, tecidos musculares e ovarios (permitindo transmisséao vertical) (FRANZ et al.,
2015).

Apos a infecgdo de tecidos secundarios, o virus infecta as glandulas salivares
e € liberado nos dutos salivares para transmissdo durante o préximo repasto
sanguineo. Em algumas combinacdes de virus e mosquito, como a infec¢ao do virus
da encefalite equina do oeste (WEEV) em Culex tarsalis e de EEEV em Aedes
albopictus, foram observadas barreiras de infeccado das glandulas salivares (SGIB -
Salivary Glands Infection Barrier) (KRAMER et al., 1981; SCOTT et al., 1990). Nesses
casos, o0 virus se dissemina do intestino para outros tecidos, porém nao infecta as
glandulas. Embora os mecanismos moleculares desse fendbmeno nédo tenham sido
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ainda esclarecidos, hipéteses sugerem que a lamina basal envolvendo as glandulas e
0s receptores de superficie celular desse 6rgdo possam ter um papel importante
(FRANZ et al., 2015).

Por fim, em casos esporadicos, como na infeccdo de SINV em algumas
espécies de Aedes, foram descritas barreiras de escape das glandulas salivares
(SGEB - Salivary Glands Escape Barrier). Nesse caso, o virus é capaz de infectar e
se replicar nas glandulas salivares, porém nao € transmitido oralmente. Assim como
em SGIB, os mecanismos de SGEB ainda nao foram esclarecidos (JUPP, 1985;
KUMAR et al., 2018; FRANZ et al., 2015).

A capacidade de ultrapassar as barreiras citadas e estabelecer uma infeccao
produtiva ocorre apenas em determinadas combinacdes de espécies de virus e
mosquitos, o que contribui para a especificidade da relacdo arbovirus-vetor. Essa
especificidade, a qual pode ser também a nivel de cepa viral, sugere que os arbovirus
e Seus vetores passam por um processo constante de co-evolucédo (LIM et al., 2018;
FRANZ et al., 2015).

1.5 Virus Inseto-Especificos

Os virus inseto-especificos (ISVs) infectam naturalmente insetos e se replicam
em linhagens celulares derivadas de insetos, porém séo incapazes de se replicar em
células de vertebrados (BOLLING et al., 2015). O primeiro virus inseto-especifico
descrito foi o CFAV (do inglés - Cell Fusing Agent Virus), pertencente a familia
Flaviviridae. O virus foi isolado em 1975 a partir do sobrenadante de cultivo de uma
linhagem celular de Aedes aegypti, 0 qual causava a formacao de sincicios quando
inoculado em células de Aedes albopictus. Entretanto, quando inoculado em linhagens
de vertebrados como hamster (BHK), macaco (Vero) e humanos (KB), o virus nao
provocava fusdo celular ou se replicava, sugerindo ser inseto-especifico (STOLLAR,;
THOMAS, 1975). Desde entdo, houve um aumento significativo na identificacdo dos
ISVs, devido a avancos em técnicas de identificacdo viral como metagenémica e
sequenciamento de nova geragao, assim como o crescente interesse pelo microbioma
de insetos vetores. Embora muitos pertencam a familia Flaviviridae, diversos virus
inseto-especificos ja foram classificados em outras familias como Togaviridae,
Rhabdoviridae, Bunyaviridae, Reoviridae, Mesoniviridae, Tymovirida e Birnaviridae
(BOLLING et al., 2015).
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A dindmica de transmisséo e manutencéo dos ISVs na natureza ainda € pouco
conhecida. Para os arbovirus, sabe-se que ocorre a transmissao horizontal através da
infeccdo alternada em hospedeiros vertebrados e nos insetos que deles se alimentam.
Em contrapartida, ISVs ndo sédo capazes de infectar vertebrados. Sendo assim,
acredita-se que, sobretudo no caso de virus inseto-especificos com genoma de RNA,
o principal modo de transmisséo seja vertical (da fémea adulta para progénie). Essa
hipétese é sustentada por estudos que mostraram a capacidade de diversos ISVs
serem transmitidos verticalmente e a deteccao de ISVs em larvas e adultos machos,
0s quais nao se alimentam de sangue (LUTOMIAH et al., 2007; SAIYASOMBAT et al.,
2011; BOLLING etal., 2012; HADDOW et al., 2013; BOLLING et al., 2011). Entretanto,
essas evidéncias experimentais foram obtidas com flavivirus e podem ndo ser
representativas de ISVs de outras familias. Em virus inseto-especificos com genoma
de DNA e alguns de RNA, existem estudos que exploram a possibilidade da
transmissao horizontal, através da alimentac&o ou do contato com agua de criadouros
(AGBOLI et al., 2019).

A descoberta dos ISVs e de sua grande diversidade possibilitou expandir os
atuais conhecimentos sobre a origem e evolu¢do dos virus. Embora existam ISVs
filogeneticamente distantes de virus patogénicos, muitos pertencem ao mesmo clado
de arbovirus de importancia médica e veterinaria, sugerindo uma relacédo evolutiva
entre esses grupos de virus (OHLUND; LUNDEN; BLOMSTROM, 2019). Parte dessa
relacdo pode ser compreendida através do estudo da evolucdo de ISVs com seus
artrépodes. Estudos filogenéticos indicam que ISVs das familias Bunyaviridae,
Flaviviridae e Rhabdoviridae co-evoluiram e se diversificaram com seus insetos
hospedeiros. Ademais, a ocorréncia de transmisséo vertical em alguns ISVs, somado
a evidéncias de integracdo do material genético viral no genoma dos artrépodes
sustentam a hip6tese de que esses virus estiveram em contato com insetos ha muito
tempo (BOLLING et al., 2015).

Em vista desses fatores, diversos estudos sugerem que arbovirus podem ter
evoluido a partir de ISVs (MARKLEWITZ et al., 2015; LI et al., 2015; SHI et al., 2015).
Essa hip6tese foi proposta pela primeira vez nas décadas 50 e 60, sugerindo que os
arbovirus se originaram de virus de artrépodes que adquiriram a capacidade de
infectar os animais dos quais seus insetos hospedeiros se alimentavam (ANDREWES,
1957; MATTINGLY, 1960). Visto que artropodes se alimentam de uma grande
diversidade de animais, adaptacbes que permitam ISVs infectar novos hospedeiros
poderiam ser vantajosas pois possibilitariam sua expansao geografica. Além disso, a
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maior parte dos ISVs sdo virus de RNA, o que confere maior plasticidade genética,
uma vez que esses virus geralmente ndo possuem mecanismos de proofreading e
apresentam maiores taxas de mutacdo. Essas caracteristicas, somadas a estudos
sobre a filogenia e diversidade dos ISVs, suportam a possibilidade de que eles tenham
sido um hotspot para o surgimento de arbovirus (OHLUND; LUNDEN; BLOMSTROM,
2019; BOLLING et al., 2015).

Essa hipotese foi investigada em diversas familias de virus. Analises visando
identificar hospedeiros ancestrais de bunyavirus indicaram artropodes como 0s
hospedeiros localizados nos nés mais basais da arvore filogenética. Os dados obtidos
no estudo sugerem que os arbovirus dessa familia se originaram de ISVs, os quais
em diversos momentos da evoluc&o adquiriram o tropismo por células de vertebrados
(MARKLEWITZ et al., 2015). Essa hipotese também foi proposta ao analisar flavivirus
inseto-especificos (ISF - Insect-Specific Flaviviruses), os quais séo agrupados em dois
clados. O clado dos ISFs classicos, denominados assim por estarem
filogeneticamente distantes dos flavivirus dual-host, ocupam uma posicédo basal em
relagdo ao género Flavivirus. Através desta andlise, diversos estudos sugerem que 0s
arbovirus desse género tenham se originado de virus de artrépodes (OHLUND;
LUNDEN; BLOMSTROM, 2019; COOK et al., 2012). Entretanto, ainda ndo se sabe a
origem do segundo clado de ISFs, que se encontra mais proximo filogeneticamente
dos arbovirus. Portanto, estudos adicionais sdo necessarios para esclarecer se esses
ISFs mantiveram a restri¢cdo de infectar insetos como os ISFs classicos ou se surgiram
de arbovirus e perderam a capacidade de infectar vertebrados.

Para os alphavirus, pouco se sabe sobre a relacdo evolutiva entre ISVs e 0s
arbovirus devido ao nimero restrito de ISVs descritos no género. Atualmente, existem
apenas cinco alphavirus inseto-especificos descritos, todos agrupando
filogeneticamente préximos a arbovirus: Eilat virus (EILV), Tai Forest alphavirus
(TALV), Mwinilunga alphavirus (MWAYV), Agua Salud alphavirus (ASALV) e Yada Yada
virus (YYV) (NASAR et al., 2012; HERMANNS et al.,, 2017; TORII et al., 2018;
HERMANNS et al., 2020; BATOVSKA et al., 2020). EILV, o primeiro destes a ser
descrito, encontra-se proximo ao complexo da encefalite equina do oeste (WEE) e
possui reatividade cruzada com diversos virus do complexo. Esses fatores sugerem a
possibilidade de que EILV tenha surgido de um virus ancestral dual-host,
possivelmente do complexo WEE, que perdeu a habilidade de infectar vertebrados,
sofrendo adaptacdes especificas para seu inseto hospedeiro (NASAR et al., 2012).
No entanto, devido a baixa amostragem de ISVs em alphavirus, essa hipétese néo foi
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confirmada. Assim, é possivel que outros ISVs ainda ndo descritos representem
linhagens ancestrais (de forma similar aos ISVs classicos de flavivirus), das quais
evoluiram os alphavirus capazes de infectar vertebrados (NASAR et al., 2014).

A descoberta de novos alphavirus inseto-especificos pode possibilitar uma
melhor compreensao sobre a origem dos alphavirus, a qual ainda néo foi esclarecida.
E possivel que os alphavirus tenham surgido como virus artritogénicos no Velho
Mundo e posteriormente tenham sido introduzidos no Novo Mundo ou vice e versa
(POWERS et al., 2001). Além disso, existem estudos que sugerem uma origem em
vertebrados marinhos para os virus desse género (FORRESTER et al., 2011). Diante
dessa hipdtese, a descoberta do ASALV sugere que os ISVs possam ajudar a
esclarecer a transicdo evolutiva dos alphavirus aquaticos para os alphavirus com
hospedeiros terrestres pois alphavirus marinhos ndo possuem vetores artropodes
conhecidos e se replicam em baixas temperaturas (até 15°C). Por outro lado, o ISV
ASALV é capaz de se replicar em temperaturas mais altas, porém, ainda possui
restricdo em temperaturas acima de 30°C. Ademais, todos os alphavirus inseto-
especificos descritos foram isolados ou ao menos detectados em espécies Culex, as
quais também se alimentam de animais ectotérmicos. Sendo assim, foi proposto que
ISVs podem representar intermediarios entre hospedeiros marinhos e alphavirus de
vertebrados terrestres com dual hosts, apresentando adaptacdes a temperaturas mais
altas, que sdo necessarias para infectar mamiferos e aves (HERMANNS et al., 2020).

A relacéo filogenética proxima de certos ISVs com arbovirus e a detecgdo de
ISVs em espécies de artropodes vetores de arbovirus de importancia clinica sugere
gue esses virus podem ter um papel na modulacdo da transmissdo de arboviroses.
Grande parte dos estudos que investigam a interferéncia dos ISVs na competéncia
vetorial sdo realizados com flavivirus, por ser o género com maior nimero de ISVs
descritos e, possuir arbovirus de relevancia médica causando surtos e epidemias em
véarias areas do globo (BOLLING et al., 2015). Estudos com infec¢céo persistente de
Culex flavivirus (CxFV) em mosquitos Culex pipiens demonstraram uma supressao da
infecg@o pelo virus do oeste do Nilo (WNV - do inglés West Nile Virus) (BOLLING et
al., 2012). Entretanto, estudos com outras espécies de mosquitos Culex infectados
pela via intratoraxica com CxFV ndo mostraram diminui¢cdo na transmissdo de WNV
(KENT; CRABTREE; MILLER, 2010). Os resultados contraditérios sugerem que a
modulacao da transmissao de arboviroses por ISVs pode variar de acordo com a cepa

viral e espécie do vetor.
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Inimeras aplicagdes biotecnoldgicas tém sido propostas para os ISVs, devido
a caracteristica particular de serem incapazes de infectar vertebrados, embora
frequentemente sejam evolutivamente proximos a virus patogénicos. Conforme
discutido anteriormente, estudos tém sugerido que ISVs podem ser capazes de
modular a transmissdo de arbovirus, o que possibilitaria sua utilizagdo como
ferramenta de controle biolégico. A provavel transmissédo vertical de muitos ISVs
garantiria sua permanéncia na populacdo de mosquitos vetores, tornando-a incapaz
de transmitir o arbovirus alvo de maneira eficiente (BOLLING et al., 2015). No entanto,
grande parte das evidéncias experimentais acerca das dinamicas de interferéncia dos
ISVs na transmisséo de arboviroses sao preliminares. As interferéncias observadas
também parecem ser especificas as espécies de vetores e cepas virais, hdo havendo
evidéncias ainda de um ISV capaz de restringir a infeccdo de um grande nimero de
arbovirus de diferentes familias (AGBOLI et al., 2019). Portanto, estudos adicionais
sdo necessarios para melhor elucidar os mecanismos de interacdo entre 0s virus
inseto-especificos, 0s arbovirus e seus vetores antes que essa estratégia de controle
possa ser adotada.

Alternativamente, o controle da transmissao de arboviroses poderia ser feito
utilizando virus inseto-especificos geneticamente modificados. Os ISVs poderiam
expressar moléculas que modulam negativamente ou positivamente o sistema imune
ou que inibem diretamente a infec¢ao do arbovirus. A modulagdo negativa do sistema
imune inibiria a resposta habitual que gera uma infeccdo persistente, levando a
patogenicidade do arbovirus no mosquito e, consequentemente, a morte do mesmo.
Em contrapartida, a modulacdo positiva estimularia o sistema imune a desenvolver
uma resposta antiviral mais eficiente, resultando na eliminagdo completa do arbovirus.
Por fim, a inibicdo direta da infeccdo poderia ocorrer pela expressédo de ligantes a
receptores importantes para a entrada da particula viral na célula (AGBOLI et al.,
2019).

A modificagdo genética de virus inseto-especificos possibilita também sua
utilizacdo como sistema de expressao e como plataforma para o desenvolvimento de
vacinas. Alguns ISVs séo capazes de se replicar rapidamente atingindo titulos altos,
0 que permitiria niveis significativos de expressdo. Além disso, o fato de serem
incapazes de replicar em vertebrados garantiria a seguranca do sistema. Ja o
desenvolvimento de vacinas baseia-se na geracéo de virus quimeéricos contendo os
genes das proteinas ndo estruturais de um ISV e 0s genes estruturais do virus
patogénico que se deseja criar imunidade. Dessa forma, o virus quimérico seria
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antigenicamente idéntico ao patogénico e, portanto, eficiente na licitacdo de uma
resposta imune. Ao mesmo tempo, a restricdo da replicacdo em vertebrados se
manteria e, portanto, permaneceria seguro para ser aplicado como vacina (AGBOLI
et al., 2019; BOLLING et al., 2015).

Essa estratégia foi explorada com EILV, o qual possui restricdo na infec¢édo de
células de vertebrados tanto a nivel de entrada quanto de replicacdo do RNA (NASAR
et al., 2014). Quimeras de EILV com os alphavirus patogénicos CHIKV e VEEV foram
produzidos e avaliados em sistemas in vitro e in vivo. Os estudos indicaram que 0s
virus EILV/VEEV e EILV/CHIKYV se replicaram a niveis semelhantes ou maiores que
EILV em células de mosquito. Além disso, 0s virus quimeéricos eram estruturalmente
idénticos aos seus respectivos virus patogénicos, segundo analises de microscopia
crioeletronica. Por outro lado, mantiveram a incapacidade de infectar vertebrados. Foi
observado em células de linhagem de vertebrado que as proteinas estruturais de
CHIKV e VEEV permitiam a entrada dos virus, porém as proteinas ndo estruturais de
EILV restringiam a replicacdo do RNA viral. Quando avaliados em modelo murino, os
virus quiméricos permaneceram nao patogénicos e a administracdo de doses Unicas
resultou em 100% de protecéo contra desafio letal (ERASMUS et al., 2016; ERASMUS
et al., 2017; ERASMUS; WEAVER, 2017). Portanto, a utilizacdo de virus inseto-
especificos para a geracdo de quimeras demonstra ser uma estratégia promissora
para o desenvolvimento de vacinas contra arboviroses.

A producgdo de virus quiméricos de ISVs com arbovirus pode ser aplicada
também no desenvolvimento de testes diagnésticos. De forma similar as VLPs (Virus-
Like Particles), os virus quiméricos podem ser empregados como antigenos para a
deteccdo de anticorpos contra arbovirus pois 0s virus quiméricos podem apresentar
melhor eficiéncia na montagem das particulas e produzi-las em maior quantidade,
além de ndo necessitarem de células de vertebrados. Também apresentam vantagens
quando comparados a outros sistemas de producéo de antigenos, pois diferentemente
de virus patogénicos, 0s virus quiméricos nao precisam ser manipulados em
laboratorios com altos niveis de contencdo. Ademais, 0os antigenos podem ser
produzidos sem necessitar de muitas etapas de concentracéo e purificacdo (AGBOLI
et al., 2019). Além da aplicagcdo como vacina, o virus quimérico EILV/CHIKV descrito
anteriormente foi avaliado como antigeno em ensaio tipo ELISA para a deteccao de
anticorpos anti-CHIKV no soro de pacientes infectados. Os estudos indicaram 100%
de especificidade e sensibilidade, apresentando melhor desempenho que os kits
comerciais avaliados. Portanto, os resultados demonstram que a utlizagdo de

27



quimeras de ISVs representa uma alternativa vantajosa para a producao de antigenos
de alta qualidade e o desenvolvimento de testes diagnésticos (ERASMUS et al., 2015;
ERASMUS; WEAVER, 2017).

1.6 Justificativa

Nas ultimas décadas, uma crescente emergéncia de doencas infecciosas tem
sido observada, fendmeno que tem reforcado a importancia da vigilancia
epidemiolodgica para identificacdo de novos virus. Recentemente, um novo alphavirus,
nomeado Caaingua, foi isolado de mosquitos coletados no Parana durante um surto
de doenca sem etiologia definida (TSCHA et al., 2019). Embora até o momento um
vinculo epidemiolégico ndo tenha sido estabelecido entre o virus e o surto, estudos
adicionais sdo necessarios para esclarecer o ciclo do novo virus e sua manutencao
na natureza.

Uma vez que pouco se sabe sobre o ciclo de transmissdo de CAAV e sobre as
espécies que atuam como seu vetor, € de suma importancia investigar a
susceptibilidade de mosquitos a infec¢éo pelo virus. Entre as espécies com grande
impacto na saude publica, mosquitos Aedes albopictus se destacam por possuirem
competéncia vetorial para transmitir ao menos 26 arbovirus e por serem vetores para
CHIKV e DENV (PAUPY et al., 2009). Sendo assim, a realizacdo de estudos para
caracterizar a replicacdo de CAAV em mosquitos dessa espécie pode contribuir para
o entendimento do ciclo de transmissdo do virus na natureza, de seu papel
epidemioldgico e relevancia para saude publica.

Devido a identificagdo recente de CAAV como um novo alphavirus, h4 uma
caréncia por insumos que possam ser aplicados em estudos para a caracterizagéo do
virus. Nesse sentido, anticorpos monoclonais (mAbs) representam ferramentas
promissoras e versateis, pois podem ser utilizados em inidmeros ensaios, como
imunofluorescéncia, citometria de fluxo, ELISA, imunohistoquimica, entre outros.
Desse modo, o desenvolvimento de hibridomas produtores de mAbs anti-CAAV
possibilita a obten¢édo de quantidades praticamente ilimitadas de insumos especificos
capazes de reconhecer epitopos do virus. Esses insumos podem ser usados néo
apenas para ampliar a caracterizacdo de CAAV, mas também no desenvolvimento de
testes diagnosticos caso a infeccdo pelo virus seja associada a manifestacdo de

doencgas em humanos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Desenvolver insumos para ampliar a caracterizacdo de um novo alphavirus

denominado Caaingua (CAAV) in vitro e em mosquitos.

2.2 Objetivos especificos

e Produzir e caracterizar hibridomas secretores de anticorpos monoclonais
(mAbs) especificos contra o virus Caaingua.

e Avaliar a infecgdo pelo virus Caaingua em coldnia de Aedes albopictus de
modo a caracterizar a replicacdo e disseminacdo do virus em tecidos de

mosquitos dessa espécie.
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3. METODOLOGIA

3.1 Linhagens Celulares e Virus

3.1.1 Linhagens celulares

A linhagem celular C6/36 (derivada de células de larva de Aedes albopictus,
ATCC CRL-1660) foi utilizada durante a selecdo e caracterizacdo dos anticorpos
monoclonais anti-CAAV. Adicionalmente, foi usada para producao dos estoques virais
de CAAV. As células foram cultivadas em meio L-15 (Leibovitz’s) suplementado com
5% (v/v) de soro fetal bovino (SBF) inativado (Gibco), 25 pg/mL de gentamicina
(Gibco) e 0,26% (m/v) de triptose e foram mantidas a 28°C.

A linhagem celular P3X63Ag8.653 (derivada de mieloma murino, ATCC CRL-
1580) foi utilizada para a fusdo com esplendcitos murinos e geragcado dos hibridomas.
As células foram mantidas em estufa com atmosfera imida a 37°C com 5% CO, e
foram cultivadas em meio RPMI 1640 completo (suplementado com 20% (v/v) de SBF,
0,2 mM de L-glutamina, 1,0 mM de piruvato de sodio, 9,6 mM de HEPES, 23,8 mM de
bicarbonato de sddio e os seguintes antibiéticos: 100 Ul/mL de penicilina, 100 pg/mL
de estreptomicina e 0,25 pg/mL de anfotericina B). Os hibridomas produzidos foram

cultivados nas mesmas condigdes.

3.1.2 Virus

O virus Caaingua (CAAV) utilizado no trabalho foi isolado de um pool de
mosquitos do género Culex coletado no Parana e identificado como MS681 (TSCHA
et al., 2019).

O virus Chikungunya (CHIKV) utilizado no trabalho foi o isolado CHIKV
BR/2015/15010 e representa um isolado clinico humano do Brasil, obtido a partir de
uma amostra de soro de paciente da regido nordeste do Brasil coletado em janeiro de
2015.

O virus da encefalite equina venezuelana (VEEV) usado foi a cepa vacinal
TC83 (BERGE; BANKS; TIGERTT, 1961).

O virus Mayaro (MAYV) foi gentilmente cedido pela Dra. Ana Maria Bispo de
Filippis do Instituto Oswaldo Cruz / Fiocruz-RJ. Baseado no sequenciamento de um
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fragmento de 453 pb da regido estrutural E2/E3, houve semelhanca superior a 98%
com sequéncias homologas pertencentes ao genétipo D.

O virus Aura (AURAYV) usado no estudo foi o isolado BR/P05 (MOSIMANN et
al., 2018).

3.2 Producéao e Caracterizacao de Anticorpos Monoclonais anti-CAAV

3.2.1 Preparo do Antigeno

O antigeno viral para imunizacdo dos camundongos foi preparado a partir de
100 mL do sobrenadante de células C6/36 infectadas com CAAV. O sobrenadante foi
concentrado por precipitacdo com polietilenoglicol (PEG) 8000/NaCl e purificado por
sedimentacdo em colchdo de sacarose (GOULD et al., 1986). Para tanto, células
C6/36 foram infectadas com CAAV em multiplicidade de infec¢cdo (MOI) de 0,01 e
mantidas em estufa a 28 °C durante 6 dias. ApGs a coleta do sobrenadante das células
infectadas, adicionou-se a este 7% (p/v) de PEG 8000 (Sigma-Aldrich) e 2,3% (p/v)
de NaCl (Merck) e incubou-se overnight a 4°C sob agitacéo branda. A suspenséo viral
foi entéo centrifugada a 10000 rpm durante 30 min a 4°C e o precipitado foi recuperado
em tampao STE (10 mM Tris-HCI pH 7,5, 10 mM NaCl e 1 mM EDTA pH 8.0). O
precipitado viral foi transferido para um tubo contendo 3,5 mL de sacarose a 60% e
4,5 mL de sacarose a 30% em tampé&o TNE (20 mM Tris pH 8,0, 150 mM NaCl e 2
mM EDTA). O tubo foi centrifugado a 39000 rpm por 2 horas a 4 °C e a fragcao contendo
as particulas virais foi coletada.

As particulas virais purificadas foram entdo quantificadas pela técnica de
titulac&o viral por imunodeteccéo de foco (DESPRES; FRENKIEL; DEUBEL, 1993).
Placas de cultivo celular de 24 pogos contendo 1 x 10° células da linhagem C6/36 por
poco foram mantidas em estufa a 28°C por 16-24 horas. Posteriormente, o0 meio de
cultivo foi retirado e foram adicionados, em duplicata, 400 pL de diluicbes seriadas
(com fator de diluicdo 10) da solugdo viral sobre as células. Ap6s uma hora de
incubacgao em estufa a 28°C, o indculo viral foi retirado e foram adicionados 500 pL de
uma solucéo overlay, composta por meio L-15 com 5% de SFB, 0,26% de triptose, 25
pMg/mL de gentamicina e 1,6% (m/v) de carboximetilcelulose (CMC). O overlay foi
retirado apOs 7 dias de incubacédo a 28 °C e os pocos foram lavados trés vezes com
PBS (solucao salina tamponada). O tapete celular foi entdo fixado com 500 pL/poco

de uma solucdo de paraformaldeido 3% (m/v) em PBS durante 20 minutos a
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temperatura ambiente. Posteriormente, as células foram permeabilizadas por 4
minutos com 200 pL/poco de 0,5% (m/v) de Triton X-100 em PBS. A deteccdo dos
focos foi realizada utilizando o mAb comercial alphavirus especifico (MAB8754 -
Merck) seguido por um anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado a fosfatase
alcalina (Promega). Ambas as incubagbes foram realizadas a 37°C durante 1 hora.
Foram realizadas trés lavagens com PBS entre as etapas de fixacdo, permeabilizacéao
e marcacdo. Os focos foram revelados com a adicdo de solucdo de
substrato/cromogeno contendo BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato) e NBT
(cloreto de tetrazolio azul) (Promega).

3.2.2 Imunizacdo dos Camundongos

Todos os procedimentos realizados em animais foram aprovados pelo Comité
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Fiocruz sob n° de protocolo LW-27/19. Para a
geracdo de hibridomas produtores de anticorpos anti-CAAV, trés camundongos
isogénicos da linhagem Balb/C com aproximadamente 45 dias de idade, mantidos no
Biotério do Instituto Carlos Chagas, foram imunizados com o virus. O protocolo de
imunizacao consistiu na aplicacdo de quatro doses, com duas semanas de intervalo
entre as doses. As trés primeiras foram administradas pela via intraperitoneal (1.P.)
com 10’ ffu de CAAV e a Ultima pela via endovenosa (E.V.) com 10° ffu de CAAV.
Antes da primeira imunizacado e 5 dias ap0s a terceira dose, realizou-se a punc¢éo da
veia caudal dos animais para obtencdo do soro pré-imune e poOs-imune,
respectivamente. O sangue foi mantido a temperatura ambiente até sua coagulacao e

posteriormente foi centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos para coleta do soro.

3.2.3 Obtencdao dos Esplendcitos e Preparo das Células de Mieloma

Trés dias ap0s a ultima dose, os camundongos foram anestesiados com 0,1
mL/10g de peso animal de solugdo de 100 mg/kg de cloridrato de quetamina e 1 mg/kg
de cloridrato de xilazina por via I.P. ApOs a coleta do soro pds-imune por puncéo
cardiaca, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, submersos em
etanol 70% e transferidos para uma cabine de segurancga biologica para remocao
asséptica dos bacgos. Os bacos foram macerados em placa de petri contendo meio
RPMI 1640 utilizando-se a parte fosca de laminas de microscopia. A suspensao

celular resultante foi filtrada em filtros de nylon e transferida para tubo coénico para
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centrifugacéo a 1500 rpm durante 10 minutos. O pellet celular foi recuperado em
tampéo de lise de heméacias (166 mM NH4Cl, 9M EDTA e 95 mM NaHCOg3) gelado e
incubado por 5 min. Apés a lise das hemacias, a suspensao celular foi submetida a
duas lavagens, com a adi¢ao de 45 mL de RPMI 1640 e centrifugagdo por 10 min a
1500 rpm. Por fim, as células foram recuperadas em 10 mL de meio RPMI 1640. A
concentracdo de células viaveis foi determinada em camara de Neubauer pelo método
de exclusao por Azul de Tripan a 0,4% (Gibco).

Células de mieloma da linhagem P3X63Ag8.653 foram descongeladas duas
semanas antes da fusdo em meio RPMI 1640 completo. No dia anterior a fuséo, as
células foram expandidas para garrafas de cultivo de 75 cm? com o objetivo de
alcancarem a fase logaritmica de crescimento, fator considerado importante para uma
fusdo bem sucedida (LAFON, 1996). No dia da fusdo, as células foram transferidas
para tubo coénico, centrifugadas a 1500 rpm durante 10 min e o pellet celular foi
recuperado em 10 mL de meio RPMI 1640. Assim como o0s esplendcitos, a
concentracdo de células viaveis foi determinada pelo método de exclusdo por Azul de
Tripan 0,4%.

3.2.4 Fusao

Os esplendcitos foram misturados com as células de mieloma na proporc¢éao 6:1
em tubo cbnico, e o tubo foi centrifugado durante 10 minutos a 1500 rpm. Apés
desprezar o sobrenadante, foi adicionado gota a gota sobre o precipitado celular 1 mL
de PEG 4000 (Sigma-Aldrich) a 50% (v/v) diluido em meio RPMI 1640, durante 2
minutos. Posteriormente, foi adicionado gota a gota mais 1 mL de RPMI 1640 durante
um minuto e finalmente 7 mL de RPMI 1640 durante dois minutos. As células foram
centrifugadas e recuperadas em meio RPMI 1640 completo de modo a se obter uma
concentracdo celular final de 2,5 x 10° células/mL. Foram entdo distribuidos 100
pML/poco da suspensédo celular em placas de cultivo 96 pogos. As placas foram
mantidas em estufa a 37°C com atmosfera umida e 5% de CO, (MAZZAROTTO et al.,
2009).

A selecéo das células hibridas foi realizada adicionando-se meio RPMI 1640
completo suplementado com HAT (0,1 mM de hipoxantina, 4 uM de aminopterina e
0,16 mM de timidina - Sigma-Aldrich) 24 horas apods a fusdo. As células foram
mantidas em meio HAT durante 14 dias, seguida por cultivo em meio RPMI 1640
completo suplementado com HT (Sigma-Aldrich) durante 5 dias e em meio RPMI 1640
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completo sem HAT ou HT a partir do 20° dia (YOKOYAMA et al., 2006). Os pocgos que
apresentaram crescimento celular durante o periodo de selecdo foram submetidos a

triagem para verificar a producéo de anticorpos anti-CAAV.

3.2.5 Triagem dos Hibridomas e Obtencao de Anticorpos Monoclonais

A triagem dos hibridomas produtores de anticorpos contra CAAV foi realizada
por imunofluorescéncia indireta (IFI). Células C6/36 foram infectadas com CAAV em
MOI de 3 em placas de 96 pocos a 1,5 x 10* células/poco. Apds 6 dias, os pocos foram
fixados com solucdo de metanol:acetona 1:1 (v/v) e mantidos a - 20°C durante no
minimo 1 hora antes de sua utilizacdo. Como controle, também foram cultivadas e
fixadas células C6/36 ndo infectadas (MOCK). Os sobrenadantes de cultivo dos
hibridomas foram coletados e adicionados puros aos pogos como anticorpo primario.
Um anticorpo comercial alphavirus especifico (MAB8754 - Merck) na diluigdo 1:400 foi
usado como controle positivo e um anticorpo flavivirus especifico (produzido pelo
hibridoma D1-4G2-4-15, ATCC HB-112) na diluicdo 1:300 foi usado como controle
negativo. Em seguida, os pocos foram incubados com um anticorpo anti-lgG de
camundongo conjugado a Alexa Fluor 488 (Invitrogen) na diluicdo 1:600 juntamente
com DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol) para visualizacdo dos nucleos. As incubacbes
foram realizadas a 37°C durante 40 min e entre elas, foram realizadas trés lavagens
com PBS. As placas foram visualizadas em microscopio Optico invertido de
fluorescéncia associado a software de deconvolugdo (LEICA AF6000 Modular
System).

Os hibridomas positivos na triagem foram expandidos e submetidos a dois
ciclos de congelamento e descongelamento. Para isso, a concentracdo de células
viaveis foi determinada em camara de Neubauer pelo método de exclusédo por Azul
Tripan a 0,4%. O volume correspondente a 3 x 10° células foi transferido para tubo
cbnico e centrifugado a 2000 rpm por 5 min. O pellet celular foi recuperado em meio
de congelamento, composto por 10% DMSO (Dimetilsulfoxido - Sigma-Aldrich) e 90%
de SFB (Gibco). A suspensao celular foi transferida para tubo criogénico e estes foram
armazenados overnight em ultra freezer em recipiente Mr. Frosty® (Nalgene - Thermo
Scientific), que providencia o resfriamento de 1 °C/min. Os tubos foram entéo
armazenados em nitrogénio liquido até o descongelamento. Para o descongelamento
dos hibridomas, os criotubos foram aquecidos a 37°C por cerca de 2 min. O contetudo
dos criotubos foi transferido para tubo coénico contendo 5 mL de meio RPMI 1640
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completo e foi centrifugado a 2000 rpm por 5 min. O pellet celular foi entdo recuperado
em meio RPMI 1640 completo e transferido para garrafa de cultivo celular de 25 cm?.

Os hibridomas que mantiveram a secrecdo de anticorpos estavel foram
clonados por dois ciclos de diluicdo limitante para a obtencdo de hibridomas
produtores de anticorpos monoclonais (mAbs). Para isso, foram transferidas 200
células/poco para a primeira coluna de placas de 96 pocos. A partir desses pocos,
foram realizadas diluicbes seriadas nas colunas seguintes (fator de diluicdo 2) e os
pocos contendo apenas uma célula foram identificados apds visualizagdo em
microscopio optico invertido. Eles foram monitorados durante 10 dias e os hibridomas
gue apresentaram crescimento tiveram a secrecdo de mAbs anti-CAAV verificada por
IFI.

3.2.6 Caracterizacdo dos Anticorpos

A especificidade dos mAbs obtidos foi avaliada por IFI em células infectadas
com outros alphavirus. Células C6/36 foram cultivadas em placas de 96 pocos a 1,5 x
10* células/poco e foram infectadas separadamente com CHIKV (MOI 0,5), VEEV
(MOI 0,5), AURAV (MOI 0,01) e MAYV (MOI 0,5). Adicionalmente, células MOCK
foram cultivadas como controle. Apds 72 horas, descartou-se o sobrenadante de
cultivo e as placas foram fixadas com solucdo de metanol:acetona 1:1. A IFI foi
realizada conforme descrito anteriormente, utilizando-se como anticorpo primario o
sobrenadante de cultivo dos hibridomas, um anticorpo alphavirus especifico
(MAB8754 - Merck) como controle positivo e um anticorpo flavivirus especifico
(produzido pelo hibridoma D1-4G2-4-15, ATCC HB-112) como controle negativo.

Além de avaliar a especificidade dos mAbs anti-CAAV, o isotipo dos mesmos
foi identificado. Para tal fim, foi realizado um ensaio imunoenzimético do tipo ELISA
de captura com o kit SBA Clonotyping HRP System (Southern Biotech), seguindo o

protocolo do fabricante.

3.2.7 Concentracao e Purificacdo dos mAbs

Os mADs caracterizados foram concentrados por precipitacdo com sulfato de
amonio (PERRIN, 1996). O cultivo dos hibridomas foi expandido para garrafas de
cultivo de 300 cm? e o sobrenadante foi coletado até completar volume de 600 mL.

Sob agitacdo constante, adicionou-se lentamente ao sobrenadante um volume igual
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de solucéo gelada saturada de sulfato de amonio (Sigma-Aldrich). O sobrenadante foi
mantido a 4°C por uma hora, centrifugado a 5000 x g durante 45 minutos e o
precipitado foi recuperado em 20 mL de PBS gelado. Com o objetivo de eliminar o
sulfato de amodnio, os mAbs foram submetidos a dialise contra 2L de PBS usando
membranas de celulose de 10K MWCO (SnakeSkin™ Dialysis Tubing - Thermo
Scientific). ApOs quatro trocas do tampao de dialise, os mAbs foram coletados das
membranas e armazenados a - 20°C para posterior purificacéo.

A purificagdo dos mAbs concentrados foi realizada por cromatografia de
afinidade utilizando a coluna HiTrap Protein G (GE Healthcare), conforme as
instrucdes do fabricante. As fracbes da eluicdo foram quantificadas pelo
espectrofotdometro NanoDrop One (Thermo Scientific) e as mais concentradas foram
misturadas para uso nos ensaios posteriores. O éxito das etapas de precipitacéo e
purificacdo dos mAbs foi avaliado por IFI em células C6/36 infectadas com CAAV. A
IFI foi realizada de acordo com o protocolo descrito anteriormente, utilizando como
anticorpo primario aliguotas dos mAbs das diferentes etapas do processo de
purificagao.

O mAD purificado mais promissor foi testado por citometria de fluxo para avaliar
a deteccdo da infeccdo em comparacdo com o0 anticorpo alphavirus especifico
(MAB8754 - Merck). Células C6/36 foram cultivadas em garrafas de cultivo de 25 cm?
a 5 x 10° células/garrafa e foram infectadas com CAAV em MOI 10 por 72h. Uma
garrafa com células ndo infectadas (MOCK) foi cultivada como controle. O
sobrenadante das garrafas foi desprezado e foi adicionada uma solucéo de bloqueio
(5% (v/v) de SFB em PBS). Apds 20 minutos de bloqueio, as células foram transferidas
para um tubo conico e centrifugadas. Elas foram fixadas com 1 mL de
Cytofix/Cytoperm™ (BD Biosciences) durante 20 min a 4 °C, novamente centrifugadas
e recuperadas em 1 de Perm/Wash™ (BD Biosciences). A suspensao celular teve
entdo seu volume igualmente distribuido em 6 pogos de uma placa de 96 pocos com
fundo U. A placa foi centrifugada e as células foram incubadas com 100 uL/poco do
mADb 5F4/F6/A10 ou do anticorpo comercial nas diluigdes 1:200, 1:400 e 1:800 durante
30 minutos a 37°C. Apos a incubacéo, adicionou-se 100 uL/pogo de Perm/Wash™, a
placa foi centrifugada e lavada com 200 pL/po¢co de Perm/Wash™. Posteriormente,
0s pocos foram incubados com anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado a Alexa
fluor 488 durante 30 min a 37°C. Adicionou-se entdo 100 uL/poco de Perm/Wash™ | a
placa foi centrifugada e lavada com 200 plL/poco de Perm/Wash™. Todas as

centrifugacdes foram realizadas a 2000 rpm por 5 minutos. Por fim, as células foram
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recuperadas em 200 uL/poco de paraformaldeido 1,5% em PBS. A leitura da placa foi
realizada no citbmetro de fluxo BD FACSCanto™ Il Cell Analyzer (BD Biosciences) e

os dados obtidos foram analisados no software FlowJo (BD Biosciences).

3.3 Avaliacédo da infeccdo por CAAV em Aedes albopictus
3.3.1 Manejo dos Mosquitos

Mosquitos da espécie Aedes albopictus foram mantidos no insetario do
Laboratério de Entomologia da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) de
acordo com as recomendacdes de Gerberg (1970). Os mosquitos adultos foram
alimentados ad libitum com solucdo de sacarose 10% e mantidos em fotoperiodo de
12h claro/12h escuro a temperatura de 27° C e umidade relativa do ar de 70-80%. Os
ovos dos mosquitos foram colocados para eclosdo em recipientes contendo agua
filtrada e desaerada e as larvas foram transferidas para recipientes de plastico e

alimentadas com ragéo.

3.3.2 Infeccao dos Mosquitos com CAAV

Os procedimentos de infeccéo foram realizados pelo Prof. Dr. José Henrigque
Maia Campos de Oliveira do Laboratério de Interacdo Mosquito-Virus da UFSC
conforme descrito por Oliveira e Talyuli et al. (2017). Todos experimentos utilizaram
mosquitos fémeas da espécie Aedes albopictus com 3-10 dias de vida. A solucéo
para as infec¢cdes foi preparada a partir do sangue de camundongos, que foi
centrifugado para descarte do soro e coleta das células vermelhas. Todos os
procedimentos utilizando animais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UFSC sob n° de protocolo 8787141117. O lavado de células
vermelhas foi misturado na propor¢do 1:1 com o sobrenadante de células C6/36
infectadas com CAAV (contendo 7,2 x 107 ffu/mL). A mistura foi adicionado o
fagoestimulante ATP 1 mM, pH 7.

A solucao foi usada para infeccdo dos mosquitos por via oral. Para esse fim, 0s
mosquitos foram privados de alimentagc&o com sacarose por 18h-24h. Posteriormente,
a solucdo preparada foi fornecida aos mosquitos durante 1 hora através de
alimentador artificial de vidro aquecido a 37°C. Apés a alimentagcdo com sangue
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infeccioso, apenas as fémeas totalmente ingurgitadas foram coletadas, conforme
especificado abaixo.

Visando investigar a infeccdo e disseminag¢do do CAAV nos mosquitos, foram
realizados dois experimentos. No primeiro, mosquitos foram alimentados com o
preparado de eritrocitos + CAAV, coletados nos dias 0, 4, 7, 14 e 21 apés a
alimentacéo e congelados a seco a -80°C. No segundo experimento, mosquitos foram
alimentados da mesma forma, coletados nos dias 0, 7, 14 e 21 ap0s a alimentacéo e
foram dissecados em cabeca, torax e abddbmen para avaliar a dispersdo viral.
Mosquitos alimentados com o preparado de eritrocitos sem o virus (MOCK) foram
coletados no tempo 0 e dissecados da mesma forma. Os 6rgaos dissecados em cada

tempo foram imersos em TRIzol (Invitrogen) e congelados em ultrafreezer a -80°C.

3.3.3 Extragédo de RNA

Foram utilizadas solucdes e microtubos livres de RNases em todas as etapas.
As extracdes de RNA dos mosquitos do primeiro experimento de infeccdo foram
realizadas utilizando o QlAamp® Viral RNA Mini Kit (Qiagen) e as dos pools de
mosquitos do segundo experimento foram realizadas utilizando TRIzol.

Nas extracOes realizadas com o kit comercial, 0s mosquitos infectados foram
individualmente macerados em 400 uL de PBS utilizando o equipamento Precellys®
24 Tissue Homogenizer (Bertin Instruments). Os lisados foram centrifugados por
10000 rpm durante 5 min e foram transferidos 140 yL dos sobrenadantes para
microtubos novos. As extracdes foram entdo realizadas seguindo as instru¢des do
fabricante. As amostras de RNA foram recuperadas em 60 uL de tampéo TE 10.1 (10
mM de Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7,5) e armazenadas em ultrafreezer a -80°C.

Nas extragOes realizadas com TRIzol, as amostras foram maceradas em 500
ML de TRIzol utilizando o equipamento Precellys® 24 Tissue Homogenizer. O
homogeneizado foi centrifugado a 10000 rpm por 5 minutos e 250 pL de sobrenadante
foram transferidos para microtubo para a extracdo do RNA. Foram adicionados ao
sobrenadante mais 750 pL de TRIzol e os microtubos foram incubados a temperatura
ambiente por 10 minutos. A fim de se obter uma separagédo da amostra nas fases
aguosa (contendo RNA), interfase e organica (DNA e proteinas), foram adicionados
200 pL de Cloroformio (Merck). Apés 3 minutos de incubacédo a temperatura ambiente,
as amostras foram centrifugadas a 12000 xg por 15 minutos a 4°C e a fase aquosa foi
transferida para um novo microtubo. O RNA foi precipitado overnight a -20°C com dois
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volumes de etanol absoluto (Merck) e 0,1 volume de uma solucao de acetato de sodio
a 3M e pH 5,2. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas durante 10 minutos
a 4°C em velocidade maxima de rotacao e, a fim de remover resquicios de TRIzol e
outros contaminantes, realizou-se uma lavagem com etanol 70% (v/v). Apés
evaporacgao total do etanol, o RNA foi recuperado em 60 pL de solucédo TE 10.1 e

armazenado em ultrafreezer a -80°C.

3.3.4 RT-gPCR

As amostras de RNA foram quantificadas utilizando o espectrofotometro
NanoDrop One. As reacdes de transcricdo reversa e PCR em tempo real (RT-gPCR)
foram realizadas com 20 ng de RNA utilizando o kit GoTaq 1-Step RT-gPCR
(Promega), seguindo as condi¢des descritas na Tabela 3.1 e Tabela 3.2. As reagdes
foram realizadas utilizando o termociclador LightCycler 96 (Roche).

Tabela 3.1 - Concentraces dos reagentes e RNA usados em cada reacdo de RT-gPCR.

Reagente Volume Concentracéo final
GoTaq® qPCR Master Mix 10 pl 1x
GoScript™ RT Mix (50X) 0,4 pl 1x

Primer Forward 0,3 ul 150 nM
Primer Reverse 0,3 ul 150 nM

Agua nuclease-free 4 pl -

RNA 5 pl =

Volume Final 20 pl -

Tabela 3.2 - Condig¢8es de ciclagem utilizadas para as rea¢fes de RT-qPCR.

Etapa Ciclos Temperatura (°C) Tempo (s)
Transcricao reversa 1 42 900
Inativacdo da transcri¢do reversa 1 95 600
e ativacdo da GoTaq® Polimerase
Desnaturagéo 95 10
Anelamento 45 61 30
Extenséo e coleta de dados 72 30

A deteccdo do RNA viral foi realizada com iniciadores especificos para CAAV,
desenhados contra a regido nsp4 do genoma viral (Tabela 3.3). Ademais, foram
avaliados dois conjuntos de iniciadores para detec¢cdo de genes enddgenos de A.
albopictus: RPL32 (proteina ribossomal 32) (OLMO, 2015) e RPS17 (proteina
ribossomal S17) (DZAKI; AZZAM, 2018).
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Tabela 3.3 - Sequéncias e alvos dos iniciadores utilizados nas reacdes de RT-qPCR para deteccdo de
CAAV e genes endégenos de A. albopictus.

Nomes Gene Alvo Sequéncia (5" - 3')
RPL32-F Proteina Ribossomal AGCCGCGTGTTGTACTCTG
RPL32-R L32 ACTTCTTCGTCCGCTTCTTG
RPS17-F Proteina Ribossomal GAACGACAGCAGCGAAACTT
RPS17-R S17 GTCACGAAACCAGCGATCTT
CAAV-F Proteina nao estrutural 4 GCTGATGGCGGATAGGTG
CAAV-R (nsp4) de CAAV ACTCCGTCACACATACCGC

Com a finalidade de avaliar se houve infec¢cdo por CAAV nos mosquitos apés
alimentacao, foi analisada a variagdo dos niveis de RNA de CAAV nos mosquitos
coletados nos dias 4, 7, 14 e 21 relativos ao tempo 0. Para o calculo de quantificacdo
relativa, foi utilizada uma adaptagao do método AACT de Livak e Schmittgen (2001),
descrita por Pfaffl (2001) e a média do Cq (ciclo de quantificacdo) dos mosquitos
infectados no tempo O foi usada como calibrador. Brevemente, subtraiu-se os valores
de Cq de CAAV de cada amostra da média dos Cqde CAAV dos mosquitos coletados
no tempo 0 para obtengdo do ACqawo. Igualmente, os valores de Cqg obtidos para o
gene RPL32 foram subtraidos da média dos Cq de RPL32 dos mosquitos coletados
no tempo 0 para obtencdo do ACQendsgeno. Por fim, os valores de ACq obtidos e as
eficiéncia dos iniciadores (E) foram aplicados na formula abaixo para obtencéo dos
niveis relativos de RNA de CAAV:

Razao = (Eaivo) ACq alvo /(Eendégeno) ACq endogeno

Além da quantificacdo relativa ao tempo 0, foi realizada a quantificacédo
absoluta para estimar os niveis de unidades formadoras de foco (ffu) de CAAV
presentes nas amostras. A concentracao viral foi calculada a partir de uma curva
padrao feita com RNA de CAAV com concentracdo conhecida. Para obtencéo dessa
curva, RNA foi extraido a partir do sobrenadante de células C6/36 infectadas por
CAAV previamente titulado (em concentracédo de 5,75 x 107 ffu de CAAV/mL). O RNA
foi submetido a diluicdes seriadas (com fator de diluicdo 10) partindo de 106 ffu a 10?
ffu e as diluicbes foram usadas nas reacbes de RT-gPCR em conjunto com as
amostras.

Os dados foram analisados com auxilio do programa Microsoft Excel e dos

softwares LightCycler® 96 System (Roche) e Prism 6.0 (Graphpad® Software).
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4. RESULTADOS

4.1 Producéo de Anticorpos Monoclonais anti-CAAV

Para a producdo de mAbs contra o virus Caaingua, camundongos da linhagem
Balb/c foram imunizados com o virus purificado. Foram coletadas aliquotas de soro
antes da primeira dose (soro pré-imune) e apos a terceira dose para avaliar a resposta
imune dos animais frente as imunizacdes (Figura 4.1). A IFI em células C6/36
infectadas com CAAV indicou que 0 soro pré-imune ndo reagiu contra o virus ou
componentes celulares, conforme esperado. O soro pés-imune, no entanto, teve
reatividade contra as células infectadas assim como células MOCK (Figura 4.1),
apresentando em ambos 0s casos titulos de anticorpos iguais a 320. Os camundongos
foram entdo submetidos a uma ultima dose e sacrificados para a geracdo de
hibridomas.

O protocolo de fusdo gerou 1952 pocos, dos quais 1574 (80%) apresentaram
crescimento de hibridomas e foram triados por IFI para deteccédo de anticorpos anti-
CAAV. A triagem resultou inicialmente em 118 pocos que apresentaram secrecao de
anticorpos especificos para o virus, ndo reagindo contra componentes celulares.
Estes hibridomas tiveram o cultivo expandido e 0s que apresentaram crescimento
celular e mantiveram a secre¢do de anticorpos foram submetidos a dois ciclos de
congelamento e descongelamento. A partir dos 118 hibridomas inicialmente positivos,
apenas trés (5F4, 8Al1l1 e 7D11) apresentaram crescimento e estabilidade na
secrec¢ao de anticorpos apés a expansao e descongelamento (Figura 4.2).

Os trés hibridomas foram submetidos a dois ciclos de diluicdo limitante para
obtencéo de anticorpos de origem monoclonal. No entanto, apenas o hibridoma 5F4
gerou clones positivos, resultando em 15 mAbs. Com base no crescimento e
estabilidade de secrecdo de anticorpos, dois foram selecionados para maior
caracterizacao e posterior purificacado: 5F4/F6/A10 e 5F4/H6/D6.

A especificidade dos mAbs para o virus Caaingua foi avaliada testando-os
contra outros virus do género Alphavirus. A IFI de células infectadas com CHIKYV,
VEEV, AURAV e MAYV revelou que os mAbs anti-CAAV ndo apresentaram
reatividade cruzada contra os virus mencionados (Figura 4.3). O isotipo dos anticorpos
monoclonais foi determinado através de um ELISA de captura e indicou que ambos

possuem cadeia pesada lgG2a e cadeia leve kappa.
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Figura 4.1 - Soroconversdo de camundongos Balb/C imunizados com CAAV. Um pool contendo os
soros pré-imune dos camundongos e um pool com os soros pés-imune foi submetido a diluicdes
seriadas em PBS partindo de 1:40 até 1:5120. Cada diluicdo dos soros foi adicionada a culturas de
células C6/36 infectadas com CAAV (MOI 1, 6 d.p.i.) e células C6/36 nado infectadas (MOCK). A
marcacao foi visualizada com anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado com Alexa Fluor 488 e os
nacleos foram marcados com DAPI. As imagens foram adquiridas com o sistema automatizado
Operetta CLS (Perkin Elmer) no aumento de 20X. Barra de escala: 200 um.
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MOCK

Figura 4.2 - Ensaio de imunofluorescéncia indireta dos hibridomas policlonais secretores de anticorpos
anti-CAAV. Células C6/36 infectadas com CAAV em MOI=1, 6 d.p.i. foram incubadas com o
sobrenadante dos hibridomas. Em seguida, foram incubadas com um anticorpo anti-IgG de
camundongo conjugado com Alexa fluor 488 e DAPI para visualizagdo dos ndcleos. Um mAb anti-
alphavirus especifico (MAB874 - Merck) e um anticorpo flavivirus especifico (4G2) foram utilizados
como controle positivo e negativo, respectivamente. As imagens foram adquiridas com o sistema
automatizado Operetta CLS no aumento de 20X. Barra de escala: 200 um.

CAAV AURAV CHIKV VEEV MAYV MOCK

5F4/F6/A10

5F4/H6/D6

Anti-alphavirus ,‘ B

Anti-flavivirus

Figura 4.3 - Reatividade cruzada dos mAbs anti-CAAV contra outros alphavirus. Células C6/36 foram
infectadas separadamente com CAAV, CHIKV, VEEV, MAYV e AURAYV e foram marcadas com os
mAbs 5F4/F6/A10 e 5F4/H6/D6. A marcacéo foi visualizada com anticorpo anti-lgG de camundongo
conjugado com Alexa Fluor 488 e os nucleos foram marcados com DAPI. Um mAb anti-alphavirus
especifico (MAB874 - Merck) e um anticorpo flavivirus especifico (4G2) foram utilizados como controle
positivo e negativo, respectivamente. As imagens foram adquiridas com o sistema automatizado
Operetta CLS (Perkin Elmer) no aumento de 20X. Barra de escala: 200 um.
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Os hibridomas produtores dos mAbs 5F4/F6/A10 e 5F4/H6/D6 tiveram o cultivo
expandido para a coleta do sobrenadante e precipitacdo dos anticorpos com solucao
de sulfato de amdnio. Os mAbs concentrados foram purificados por cromatografia de
afinidade com coluna de proteina G e as amostras finais foram testadas por IFI para
confirmar se ndo houve perda de atividade ap6s os processos descritos (Figura 4.4).
A IFI indicou que os mAbs continuaram reativos contra as células infectadas apos
cada etapa, ndo havendo saturacdo da coluna ou perda de amostra durante a
purificacdo, evidenciado pela auséncia de fluorescéncia nas amostras flow-through
(coletada na etapa de ligacdo do anticorpo a coluna) e column wash (coletada na
lavagem da coluna). Os mAbs purificados apresentaram titulos de anticorpos maior
ou igual a 2.000 para o mAb 5F4/F6/A10 e igual a 1.500 para o0 mAb 5F4/H6/D6. A
concentracdo dos mesmos foi avaliada por dosagem no espectrofotometro Nanodrop
One e indicou uma concentracao de 2,348 mg/mL para o 5F4/F6/A10 e 1,366 mg/mL
para o 5F4/H6/D6.

5F4/F6/A10 5F4/H6/D6

Figura 4.4 - Purificacdo dos mAbs anti-CAAV 5F4/F6/A10 e 5F4/H6/D6. Células C6/36 foram infectadas
com CAAV (MOI=3, 6.d.p.i.) e marcadas com as amostras: (1) sobrenadante de cultivo dos hibridomas,
(2) mADb precipitado, (3) flow-through da purificacéo, (4) column wash da purificacéo, (5) mAb purificado
puro e (6-10) mAb purificado nas diluiges 1:100, 1:500, 1:1000, 1:1500, 1:2000. A marcacédo foi
visualizada com anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado com Alexa Fluor 488 e os nucleos foram
marcados com DAPI. As imagens foram adquiridas com o sistema automatizado Operetta CLS (Perkin
Elmer) no aumento de 20X. Barra de escala: 200 pm.

Por apresentar maior titulo e concentracdo, o mAb 5F4/F6/A10 foi testado em
ensaio de citometria de fluxo com células C6/36 infectadas com CAAV (Figura 4.5).
As células foram avaliadas quanto a complexidade (SSC-A) e intensidade de
fluorescéncia (Alexa fluor 488) e foram demarcados gates com base nas células
MOCK para o célculo da porcentagem de células infectadas. Assim como na IFl, o

mAb foi capaz de detectar o virus em todas as diluicbes testadas. Além disso,
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demonstrou desempenho semelhante ao anticorpo comercial alphavirus especifico
utilizado como controle, como exemplificado pela diluicdo 1/800 na qual foi observada
uma porcentagem de infeccdo de 96,3% em comparacdo com 99% do anticorpo
comercial. Deste modo, 0 mAb se mostrou adequado como reagente para avaliar a

infecc@o de células C6/36 por CAAV por esta técnica.

SF4/F6/A10 Anti-alphavirus
MOCK

MOCK

1:200 i

100K =4

son -

1:400

0%

2008 =

150K =

100K =

a-Alpha

Alexa 488
Figura 4.5 - Avaliagdo do mAb 5F4/F6/A10 em células C6/36 infectadas com CAAV (MOI=10, 1 d.p.i.).
As células foram marcadas com o mAb 5F4/F6/A10 purificado ou anticorpo alphavirus especifico (MAB
8754 - Merck) nas diluicbes 1:200, 1:400, 1:800, seguido de anticorpo anti-lgG de camundongo
conjugado a Alexa Fluor 488.

4.2 Infecgcdo por CAAV em mosquitos A. albopictus

4.2.1 Padronizacao da RT-qPCR

4.2.1.1 Otimizacao da temperatura de hibridizacéo (annealing)

Visando otimizar a temperatura de hibridizagdo dos iniciadores ao molde de
acido nucleico para amplificacdo do genoma de CAAV, foram realizadas reacdes de

RT-gPCR com gradiente de temperatura entre 53°C e 63°C. Para tanto, foram
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utilizados RNAs extraidos das seguintes amostras: mosquitos ndo infectados aos

quais adicionou-se 10* ffu de CAAV na etapa de extracdo (identificados como

“‘mosquitos+CAAV”) e mosquitos nao infectados (identificados como “mosquitos

MOCK?”) como controle. Os resultados estdo apresentados na Tabela 4.1 e Figura 4.6.

Tabela 4.1 - RT-gPCR feita com diferentes temperaturas de hibridizacdo para iniciadores de CAAV.
Foram utilizados nas reac6es RNAs de mosquitos MOCK e mosquitos + CAAV da espécie A. albopictus.

Temperatura Amostra Média Cq Desvio Padriao
Mosquitos MOCK 33,52 0,806
53°C )
Mosquitos+CAAV 21,03 0,587
- Mosquitos MOCK 34,66 0,467
Mosquitos +CAAV 21,60 0,219
60 °C Mosquitos MOCK 34,79 2,454
Mosquitos+CAAV 21,02 0,035
Mosquitos MOCK 33,90 1,725
61°C
Mosquitos+CAAV 20,60 0,113
62°C Mosquitos MOCK 35,68 0,467
Mosquitos+CAAV 20,63 0,035
oo Mosquitos MOCK 36,23 0,948
Mosquitos+CAAV 20,97 0,170
53°C 61 °C
0.030 0.030
5 000 , \ 5 om0
3 0.010 l'i i 0.010
0.000 :’ e = — *a———*. = 000 ; - -
57 °C o 62 °C o
0.030 0:030
% 0.020 E 0.020 / \
" 0010 " 0010 / \
0.000 0000 | —— e
60 °C °c ‘
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Figura 4.6 - Curvas de dissocia¢do de RT-gPCR feita com diferentes temperaturas de hibridizag&o para
iniciadores de CAAV. Em azul estéo representadas as amostras de mosquitos+CAAV e em vermelho

as amostras de mosquitos MOCK.

Os Cgs das amostras de mosquitos+CAAV apresentaram pouca variacao,

mantendo-se entre 20,60 e 21,60 e suas curvas de dissociagao apresentaram picos

semelhantes em todas as temperaturas, com temperatura de dissociacao entre 82°C

e 83°C. Diferente do esperado, as amostras de mosquitos MOCK também
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amplificaram e esse resultado foi observado mesmo em temperaturas maiores.
Produtos inespecificos podem de fato ser detectados ao utilizar o sistema SYBR uma
vez que esse € um corante intercalante com afinidade a acidos nucleicos de fita dupla.
Sendo assim, a emissdo de fluorescéncia ndo € especifica a sequéncia alvo.
Entretanto, os Cgs das amostras de mosquitos MOCK mantiveram-se altos, variando
entre 32,52 e 36,23. Uma vez que em temperaturas menores (53°C e 57°C), as curvas
de dissociacao apresentaram picos proximos aos das amostras de mosquitos+CAAV,

foi definido 61°C como a temperatura da reagéao.

4.2.1.2 Comparacao dos métodos de extracdo de RNA

Inicialmente, as extracdes de RNA foram realizadas utilizando o QlAamp® Viral
RNA Mini Kit. No entanto, visto que as amostras do experimento com disseccéo dos
orgaos dos mosquitos foram armazenadas em TRIzol, foi feita uma comparacgéo entre
0s protocolos de extracdo de RNA (utilizando o QlAamp® Viral RNA Mini Kit e
utiizando TRIzol). Para uma melhor comparacdo, mosquitos MOCK e
mosquitos+CAAV (quatro mosquitos por grupo) foram macerados em 500 puL de PBS
ou TRIzol e 140 pL dos lisados foram usados para extragdo conforme descrito em

3.3.3. Os resultados estédo apresentados na Tabela 4.2 e Figura 4.7.

Tabela 4.2 - Resultado da RT-gPCR feita com RNA de mosquitos A. albopictus extraido utilizando o
QlAamp® Viral RNA Mini Kit ou pelo método com TRIzol.

Método Amostra Média Cq Desvio Padrao
QlAamp® Viral RNA Mosquitos MOCK 32,68 0,035
Mini Kit Mosquitos+CAAV 21,84 0,049
Mosquitos MOCK 32,07 0,813
TRIzol
Mosquitos+CAAV 21,86 0,021

As amostras de mosquitos+tCAAV extraidas pelos dois protocolos
apresentaram Cgs préximos na RT-gPCR (Tabela 4.2), indicando que o método de
extracdo de RNA ndo interferiu na deteccdo do virus. Os RNAs amplificados pelos
dois métodos apresentaram curvas de dissociacdo semelhantes, com pico especifico

de CAAV em torno de 82°C, diferente do observado para os mosquitos MOCK.
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Figura 4.7 - Curvas de dissociacao da reacdo de RT-gPCR feita com RNA extraido por dois protocolos:
(A) com o QlIAamp® Viral RNA Mini Kit e (B) com TRIzol. Em azul estdo representadas as amostras de
mosquitos+CAAV e em vermelho as amostras de mosquitos MOCK.

4.2.1.3 Validacao de gene enddgeno

A guantificacdo relativa depende da normalizacdo dos niveis de RNA do gene
alvo a um gene enddgeno, cuja expressao deve ser invariante entre 0s grupos ou
condi¢cdes analisadas (PFAFFL, 2001). A escolha do gene enddgeno é, portanto,
crucial para a obtencdo de niveis relativos de RNA precisos. Diversos estudos
demonstram que genes enddégenos comumente utilizados podem ter a expressao
regulada em decorréncia das condicfes experimentais empregadas (CHANG et al.,
1998). Sendo assim, 0 seu uso deve ser validado para cada desenho experimental.

Os iniciadores para amplificagdo dos genes RPS17 e RPL32 foram utilizados
em RT-gPCR com as amostras de mosquitos infectados da Tabela 4.3 e sua
estabilidade foi avaliada pela ferramenta RefFinder. A ferramenta integra os
programas mais utilizados para comparar e classificar a estabilidade de genes
endogenos (geNorm, BestKeeper, Normfinder) e gera uma classificacdo global. A
analise revelou que o gene RPL32 apresentou expressao mais estavel e, portanto,

seria mais apropriado para normalizagéo dos dados no presente estudo (Figura 4.8).
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Genes Geomean of ranking values
RPL32 1.19
RPS17 1.41

Comprehensive gene stability

1.6

1.414
1.4

1.2 1.189

RPL32 RPS17

<== Most stable genes Least stable genes ==>

Figura 4.8 - Analise de estabilidade dos genes enddégenos RPL32 e RPS17 pela ferramenta RefFinder.

Outro fator importante para a validacdo de genes enddgenos € a andlise das
eficiéncias de amplificacdo para guiar a escolha do método de quantificacdo relativa.
Um dos modelos mais conhecidos para quantificacdo relativa € o método AACT,
publicado por Livak e Schmittgen (2001), o qual assume que as eficiéncias de
amplificacdo do gene alvo e gene enddgeno séo iguais a 100%. Sendo assim, as
eficiéncias de amplificacdo de CAAV e dos iniciadores RPL32 e RPS17 foram
determinadas através de curvas padréo (Figura 4.9). Diluicbes seriadas da amostra
de RNA de mosquitos+CAAYV foram utilizadas em reac6es RT-gPCR com cada par de
iniciadores e as eficiéncias de amplificacdo foram calculadas conforme a formula
abaixo (onde o slope representa o coeficiente angular das retas demonstradas na
Figura 4.9):

[Eficiéncia = 1001/5/0P€) _ 1]

Entre os genes enddgenos analisados, os iniciadores para amplificacdo do
gene RPL32 apresentaram eficiéncia mais adequada (100%) que os iniciadores para
amplificacdo do gene RPS17 (127%). Além disso, a eficiéncia foi mais proxima a dos
iniciadores de CAAV (108%). Uma vez que o gene RPL32 também apresentou
expressdo mais estavel no desenho experimental analisado, ele foi utilizado para a
quantificacdo relativa dos niveis de RNA de CAAV. Os calculos foram realizados
seguindo o modelo de Pfaffl (2001) (descrito na secédo 3.3.4), uma adaptacdo do
meétodo de Livak que permite a correcao das eficiéncias de amplificacdo do gene alvo
e endbgeno para aumentar a precisao da quantificacao.
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Figura 4.9 - Curvas padrdo utilizadas para a andlise da eficiéncia de amplificacdo dos iniciadores
CAAV, RPL32 e RPS17.

4.2.2 Infeccdes em A. albopictus

Visando caracterizar a replicacdo do virus Caaingua em mosquitos Aedes
albopictus, foram realizadas infec¢cdes pela via oral em mosquitos mantidos em
insetario. No primeiro experimento, foram realizadas coletas 0, 4, 7, 14 e 21 dias ap6s
a infeccao, totalizando 35 mosquitos (Tabela 4.3). Mosquitos nao infectados também
foram coletados como controle (MOCK). Os resultados da quantificacao relativa e
absoluta do RNA de CAAV nos mosquitos infectados estdo apresentados na Figura
4.10.

Tabela 4.3 - Numero de mosquitos coletados 0, 4, 7, 14 e 21 dias apos infecgdo de mosquitos A.
albopictus com CAAV.

Tempo (dias) N° Mosquitos

0 9

4 6

8

14 6
21 6
Total 35
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Figura 4.10 - Cinética de mosquitos A. albopictus infectados por CAAV e coletados apés 0, 4, 7, 14 e
21 dias. (A) Niveis de RNA de CAAYV relativos ao tempo 0 e normalizados pelo gene endégeno RPL32.
(B) Quantificacdo de unidades formadoras de foco (ffu) de CAAV por mosquito. (C) Curva padrédo
utilizada para quantificacéo de ffu em B. As barras horizontais em A e B representam as medianas de
cada tempo. As linhas tracejadas representam os valores de corte estabelecidos a partir do MOCK.

Os resultados da RT-gPCR indicaram que todos os mosquitos coletados no
tempo O se alimentaram ingerindo o0 sangue infeccioso (deteccdo do RNA viral em
100% dos mosquitos analisados, Figura 4.10 B). Adicionalmente, a prevaléncia de
infeccdo por CAAV nos mosquitos coletados nos demais tempos foi de 100%, uma
vez que houve detecgédo do RNA viral em todos os mosquitos testados.

Para ambos os métodos de quantificacdo, houve uma visivel variacdo nos
niveis de RNA de CAAV ou de ffu detectados dentro dos grupos (d.p.i.), indicando
para a presenca de mosquitos com diferentes cargas virais (Figura 4.10 A e B). Apesar
dessa diferenca, observou-se uma tendéncia de aumento na carga viral ao longo dos
primeiros dias apos a infec¢do. No tempo 0 d.p.i., 0S mosquitos apresentaram media
de 3,5 x 102 ffu de CAAV por mosquito, enquanto em 4 d.p.i. essa média foi de 2,6 x
10* ffu de CAAV por mosquito (Figura 4.10 B). Em 7 d.p.i., a carga viral média atingiu
5,0 x 10* ffu por mosquito e se manteve relativamente estavel até 21 dias apés a

infeccdo. Os dados de quantificacéo relativa (Figura 4.10 A) também sugerem esse
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aumento dos niveis de RNA de CAAV nos mosquitos infectados, sobretudo a partir de
7 d.p.i.

Com o intuito de caracterizar a dispersdo de CAAV nos 6rgaos dos mosquitos,
no segundo experimento, 0s mosquitos foram coletados em pools nos dias 0, 7, 14 e
21 apos a infeccado e foram dissecados em cabeca, térax e intestino. Mosquitos ndo
infectados (MOCK) também foram coletados e dissecados no tempo 0 como controle.
Cada tempo de coleta resultou em 3 pools de 5 mosquitos, com excecéo de 21 d.p.i.
que teve 2 pools. A partir da andlise dos pools de mosquitos MOCK, foram
estabelecidos para cada 6rgao valores de corte para definir as amostras positivas
(Figura 4.11).
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Figura 4.11 - Cinética da infec¢do por CAAV no intestino, tdrax e cabeca de mosquitos A. albopictus
coletados apo6s 0, 7, 14 e 21 dias. (A) Niveis de RNA de CAAV relativos ao tempo 0 e normalizados
pelo gene endégeno RPL32. (B) Quantificacdo de ffu de CAAV por pool de mosquito. (C) Curva padréao
utilizada para quantificac@o de ffu em B. As barras horizontais em A e B representam as medianas de
cada tempo. As linhas tracejadas representam os valores de corte estabelecidos a partir do MOCK.

A andlise dos pools de mosquitos em 0 d.p.i. indica que nesse tempo o virus
foi detectado sobretudo no intestino (Figura 4.11 A e B). As amostras do térax

apresentaram valores iguais ou muito préximos ao valor de corte e, portanto, foram
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identificadas como negativas. Na cabeca, duas amostras apresentaram valores acima
e uma abaixo do valor de corte. Possivelmente, o RNA viral detectado na cabeca
destes mosquitos representa um resquicio da alimentacédo. Ja no intestino, o RNA viral
detectado foi visivelmente maior que o valor de corte e é indicativo do in6culo ingerido.
A gquantificagdo absoluta no intestino nesse tempo resultou em uma meédia de 1,5 x
10*ffu de CAAV por pool (Figura 4.11 B).

Apos 7 dias, foi observado no intestino um aumento de ao menos 10 vezes nos
niveis relativos de RNA de CAAV (Figura 4.11 A), evidenciado também pelos célculos
de quantificacdo absoluta que indicaram média de 1,6 x 10° ffu por pool. Nesse tempo,
também houve deteccdo do virus no térax e cabeca, sugerindo que houve uma
disseminacédo da infeccdo do intestino para outras partes do mosquito. No térax,
observou-se em todos os pools um aumento de 10° vezes nos niveis RNA de CAAV
em relagdo ao tempo 0 (Figura 4.11 A), com uma carga viral média de 1,8 x 10° ffu por
pool. J4 na cabeca, observou-se um aumento de 102 vezes nos niveis relativos de
RNA de CAAV e uma média de 1,2 x 102 ffu por pool.

A partir de 14 d.p.i., houve uma tendéncia de queda nos niveis relativos de RNA
de CAAV no intestino (Figura 4.11 A), com pouca variagdo entre 14 e 21 d.p.i. e
médias de 6,0 x 10* e 3,0 x 10*ffu por pool, respectivamente. No térax, a quantificacdo
relativa indicou niveis estaveis de RNA viral entre os tempos 7, 14 e 21 d.p.i. Ja a
quantificacdo absoluta mostrou uma queda discreta da carga viral entre 7 e 14 d.p.i. e
niveis estaveis entre 14 e 21 d.p.i., com médias de 6,8 x 10%e 5,3 x 10* ffu por pool,
respectivamente (Figura 4.11 B). Na cabeca, ndo foi possivel analisar se houve
infeccdo nos pools em 14 d.p.i. e em um dos pools de 21 d.p.i. uma vez que nao houve
amplificacdo do RNA viral ou do gene enddgeno, possivelmente devido a uma
limitacdo técnica no processamento das amostras. No pool em 21 d.p.i. em que foi
possivel analisar a infeccdo, foram observados niveis de RNA de CAAV semelhantes

a7d.p.i
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5. DISCUSSAO

5.1 Producéao de anticorpos monoclonais

Em 1975, Koéhler e Milstein desenvolveram uma técnica que permite a
propagacéao por tempo indefinido de células secretoras de anticorpos, denominadas
hibridomas. Os hibridomas resultam da fuséo de células de mieloma com linfécitos B
de animais imunizados com um antigeno de interesse, sendo os camundongos 0s
animais mais utilizados para obtenc&o dessas células (KOHLER; MILSTEIN, 1975).
Os linfocitos B, que naturalmente perdem viabilidade apds 2 semanas em cultivo,
expressam 0s genes para secre¢do de anticorpos enquanto as células de mieloma
expressam 0s genes que viabilizam a propagacao continua em cultivo. Sendo assim,
a geracao de hibridomas pode ser extremamente vantajosa por permitir a producao
de anticorpos de forma praticamente ilimitada. Por envolver etapas de triagem e
clonagem, a tecnologia possibilita a obtencéo de anticorpos monoespecificos inclusive
a partir da imunizagdo de animais com antigenos complexos ou impuros
(GREENFIELD, 2014).

A selecéo dos hibridomas baseia-se na utilizacéo de linhagens de mieloma com
mutacdo no gene HGPRT e/ou TK. Esses genes codificam enzimas essenciais (a
hipoxantina-guanina fosforibosil transferase e timidina quinase, respectivamente) para
a producdo de nucleotideos e timidilato por vias de salvamento, que sdo ativadas
quando a via principal chamada de novo é bloqueada (ABBAS; LICHTMAN, 2003).
Apods a fusao, as células sao tratadas com meio contendo drogas antifolato, como a
aminopterina, que inibem a via de novo. Nessas condicdes, as células de mieloma
morrem em cultivo pois ndo sdo capazes de utilizar as vias de salvamento para
producdo de nucleotideos e timidilato. Os hibridomas, no entanto, expressam as
enzimas HGPRT e TK (proveniente do genoma dos esplendcitos) e sobrevivem em
cultivo. Sendo assim, sdo selecionadas apenas as células hibridas, e essas sao
triadas para a producédo de anticorpos contra o antigeno de interesse (GREENFIELD,
2014).

Desde o desenvolvimento da tecnologia de producéo de hibridomas, anticorpos
monoclonais tém sido amplamente produzidos para o estudo de arboviroses. A
producdo de mAbs contra alphavirus se tornou uma abordagem importante para
investigar a relacdo antigénica entre os virus desse género (BLACKBURN;
BESSELAAR; GIBSON, 1995; SALEH et al., 2004). Esses reagentes também tém sido
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Uteis para caracterizar a acdo de proteinas virais em etapas do ciclo replicativo e
elucidar mecanismos de patogénese viral (ROMAN-SOSA; KIELIAN, 2011; STANLEY
et al., 1985). Ademais, inumeros estudos descrevem a aplicacdo de mAbs no
desenvolvimento de imunoensaios para o diagnéstico e vigilancia epidemiolégica de
alphavirus de importancia médica e veterinaria (BROWN et al., 2001,
TUEKPRAKHON et al., 2018; DAMLE et al., 2016; KANG et al., 2012; ROMERO-
VIVAS et al., 1998).

No presente estudo, foram produzidos, caracterizados e purificados anticorpos
monoclonais contra um novo alphavirus. Em virtude de sua identificagcéo recente, nao
h& descricdo na literatura sobre a producdo de mAbs contra o CAAV. Uma vez que a
geracdo de hibridomas permite a producdo de quantidades ilimitadas de anticorpos
especificos contra o virus, representa uma alternativa financeiramente mais acessivel
para o estudo de CAAV que o uso de anticorpos adquiridos comercialmente.

Uma etapa importante na producéo de hibridomas é o preparo do antigeno. A
imunizacdo dos animais pode ser realizada com diversos compostos, como proteinas
e peptideos purificados ou parcialmente purificados, células e virus (STAHL et al.,
1983). Embora seja possivel obter anticorpos especificos contra um antigeno a partir
de misturas complexas ou impuras, de modo geral, a purificacdo de antigenos
aumenta a especificidade da resposta imune e a frequéncia de hibridomas que
secretam o anticorpo de interesse (LEENAARS; HENDRIKSEN, 2005; YOKOYAMA
et al., 2006).

O protocolo de purificagéo viral utilizado no presente trabalho, no entanto, nao
eliminou todos os contaminantes celulares presentes na suspensdo viral, como
evidenciado pela reatividade do soro pés-imune dos camundongos contra as células
nao infectadas (Figura 4.1). A linhagem celular C6/36, além de usada nos protocolos
de IFI para avaliacado do soro e triagem de hibridomas, foi utilizada na producéo dos
estoques virais usados nas imunizacbes. Sendo assim, possivelmente o0s
componentes celulares que permaneceram na suspensdo contendo as particulas
virais foram imunogénicos. Ja foi reportado que algumas impurezas, mesmo que
presentes em quantidades pequenas (<1%) podem ser imunodominantes, resultando
na producao de anticorpos contra epitopos indesejados (LEENAARS; HENDRIKSEN,
2005). Apesar de ser ter observado uma resposta imune contra os componentes
celulares no soro pls-imune, as etapas de triagem permitiram a obtencdo de

hibridomas secretores de anticorpos especificos anti-CAAV.
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O protocolo de imunizacdo representa outro aspecto que tem forte influéncia
nas caracteristicas dos anticorpos obtidos. Frequentemente, protocolos com baixo
namero de doses (1-2) resultam na obtencéo de anticorpos com afinidade mais baixa
que protocolos com numero maior de doses, como o0 usado no presente estudo
(GUSTAFSSON, 1990). Geralmente, intervalos mais longos entre as doses também
resultam na producdo de anticorpos com maior afinidade pois menos antigenos
estardo presentes por um longo tempo apos a imunizagéo, resultando na circulacéao
apenas de células com maior afinidade (YOKOYAMA et al., 2006). No caso de
compostos pouco imunogénicos, € comum o uso de adjuvantes nas imunizagfes para
desencadear uma resposta mais potente (LEENAARS; HENDRIKSEN, 2005).

O processo de fusdo gerou 1574 pocos que apresentaram crescimento de
hibridomas e a etapa de triagem resultou inicialmente em 118 pogos positivos para a
producdo de anticorpos contra o virus. O rendimento e sucesso da fusdo é
influenciado por inUmeras variaveis, como o agente fusogénico escolhido, o protocolo
de mistura de células, a proporcdo de células de mieloma e esplendcito usada, os
tampdes e meios utilizados e o tempo de fusdo (IGARASHI; BANDO, 1990,
LAMBERT, 1997). O tempo de retirada do bacgo apés a ultima dose também é um fator
gue afeta o sucesso da fuséo e a proporcao de hibridomas secretores de anticorpos
gerados. O tempo considerado ideal € em torno de trés dias ap6s a ultima dose, pois
nesse periodo hd uma maior frequéncia de células B antigeno-especificas no bacgo
(STAHL et al., 1983; YOKOYAMA et al., 2006).

O numero de pocos positivos apds a triagem correspondeu a 7,5% e 6% dos
hibridomas triados e gerados, respectivamente. Essa propor¢cdo encontra-se acima da
porcentagem esperada, a qual é estimada entre <1-5% (YOKOYAMA et al., 2006). A
taxa de hibridomas positivos acima do esperado também foi obtida em outros estudos
realizados pelo grupo, a exemplo de Zanluca et al. (2014) que observaram uma taxa
de 13% de hibridomas produtores de anticorpos contra DENV.

Durante as etapas de expansdo do cultivo e criopreservacdo, muitos
hibridomas deixaram de apresentar crescimento ou cessaram a secrecao de
anticorpos. Fatores extrinsecos como as condi¢cfes de cultivo e fatores intrinsecos
como a instabilidade genética dos hibridomas podem afetar significativamente o
crescimento, viabilidade e eficiéncia da producéo de anticorpos dessas células.

O processo de fusdo dos esplendcitos com as células de mieloma gera
inicialmente um hibridoma com heterocarion instavel. Durante as divisdes celulares
seguintes, perdas cromossémicas podem ocorrer durante a segregagao até ocorrer a
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estabilizacdo do genoma do hibridoma, o qual tipicamente apresenta numero de
cromossomos ligeiramente menor do que a soma das células parentais (KOHLER;
MILSTEIN, 1975). Se as perdas cromossémicas envolverem os genes marcadores de
selecéo para o meio de cultivo HAT, o hibridoma perde a viabilidade (GREENFIELD,
2014; TAGGART; SAMLOFF, 1983). A estabilizacao dos hibridomas ocorre entre 20
e 30 dias apos a fusdo, e até entdo pode ocorrer uma grande variabilidade no
crescimento dos hibridomas, como foi observado no presente trabalho (NELSON,
2000).

A reorganizacdo dos cromossomos durante a estabilizagcdo dos hibridomas
também pode acarretar na perda dos genes responsaveis pela expressao das cadeias
leves e/ou pesadas das imunoglobulinas (TAGGART; SAMLOFF, 1983). Estima-se
que cerca de 50% dos hibridomas inicialmente positivos sofrem perdas
cromossOmicas que interrompem a secrecdo de anticorpos (CLARK; MILSTEIN,
1981). Fenotipicamente, esse fendmeno pode ser observado pela diminuicdo dos
titulos de anticorpos no sobrenadante ao longo do tempo (GREENFIELD, 2014). Antes
da etapa de clonagem, esse fenétipo também pode ser ocasionado pela presenca de
células hibridas que nao secretam anticorpos e crescem de modo acelerado, em
detrimento dos hibridomas que produzem o anticorpo desejado (YOKOYAMA et al.,
2006).

Condicdes de cultivo como a suplementacéo do meio, pH e tensdo de oxigénio
também afetam diretamente o crescimento dessas células e a producao de anticorpos
(MCCULLOUGH,; SPIER, 2009). De modo geral, células hibridas possuem altas taxas
de consumo de glicose e glutamina e, portanto, esses nutrientes podem ser fatores
limitantes para o crescimento celular (FITZPATRICK; JENKINS; BUTLER, 1993). J4
foi demonstrado que a privacdo de glicose no meio cultivo de hibridomas e,
similarmente, baixas concentra¢des de glutamina desencadeiam o processo de morte
celular por apoptose (YEO et al., 2006). A presenca de hibridomas em apoptose afeta
diretamente as células viaveis proximas, exercendo um efeito inibitdrio sobre a
producéo de anticorpos (GREGORY et al., 2009).

Neste trabalho, embora muitos hibridomas inicialmente positivos tenham
cessado a producdo de anticorpos ou perdido a viabilidade em cultivo, foi possivel
obter trés hibridomas estaveis produtores de anticorpos anti-CAAV (Figura 4.2). A
partir desses hibridomas, foram gerados 15 mAbs dos quais dois (5F4/F6/A10 e

5F4/H6/D6) foram caracterizados. Os resultados demonstraram que os mAbs séo
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reagentes promissores para uso em técnicas como IFl e citometria de fluxo para
estudos de caracterizacado de CAAV.

Embora diversas linhagens celulares de vertebrados sejam refratarias a
infeccdo por CAAV, andlises em culturas priméarias de PBMC por citometria de fluxo
sugerem que essas células sdo susceptiveis a infecgéo in vitro (TSCHA et al., 2019).
Sendo assim, estudos adicionais sdo necessarios para melhor elucidar a
susceptibilidade de células humanas a infeccédo por CAAV, para esclarecer as células
alvo do hospedeiro durante seu ciclo de transmissédo na natureza. O mAb 5F4/F6/A10
produzido no presente trabalho se mostrou promissor para essa finalidade, uma vez
gue foi avaliado por citometria de fluxo e teve desempenho comparavel ao anticorpo
alphavirus comercial especifico utilizado como controle (Figura 4.5).

O monitoramento da circulagdo de CAAV em espécies vetores na natureza
também representa um aspecto importante para caracterizar a transmissao do virus.
Nesse sentido, diversos estudos demonstram que mAbs representam insumos
promissores e acessiveis para esse fim. A aplicacdo de mAbs na vigilancia dos
alphavirus EEEV e Highlands J Virus (HJV) foi explorada por Brown et al. (2001) e
Hildreth e Beaty (1984), através do desenvolvimento de ensaios de EIA (ensaio
imunoenziméatico) para deteccao viral em mosquitos. Testes de ELISA de captura e
IFI foram usados por Arunachalam et al. (2009) para avaliar a prevaléncia do virus da
encefalite japonesa (JEV) em diferentes espécies de mosquitos na india. O
desenvolvimento de ensaio de IFI também foi demonstrado por Romero-Vivas et al.
(1998), que realizaram a deteccdao e identificacao de sorotipos de DENV em mosquitos
coletados em regido endémica usando mAbs sorotipo-especificos. Uma vez que as
espécies vetores de CAAV assim como sua circulagdo na regido de Marilena séo
pouco descritas, os mAbs anti-CAAV obtidos no presente trabalho podem ser
aplicados para melhor caracterizar sua dinamica de transmisséo na natureza.

Os mAbs produzidos neste estudo ndo apresentaram reatividade cruzada
contra os alphavirus CHIKV, MAYV, AURAV e VEEV (Figura 4.3). A especificidade
representa uma caracteristica importante para as aplicagdes citadas, ja que ha uma
intensa co-circulacdo de arbovirus no pais e, especificamente, na regido em que o
CAAV foi isolado (LOPES; NOZAWA; LINHARES, 2014; TSCHA et al.,2019). Diante
da possibilidade do CAAV ser associado com a manifestacdo de doencas em
humanos, a disponibilidade de reagentes para detec¢éo do virus de forma especifica

também é crucial para o desenvolvimento de testes diagnosticos.
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Considerando-se a incidéncia de CAAV em regides endémicas para outros
arbovirus e o pouco conhecimento sobre suas espécies vetores, é possivel que
nessas regibes sejam detectados mosquitos co-infectados. Ja foi sugerido por
diversos autores que co-infeccdes possivelmente podem alterar a competéncia
vetorial e consequentemente, a dindmica de transmisséo de arboviroses (BOLLING et
al.,, 2015; COUPANEC et al., 2017). Estudos com células de A. albopictus
demonstraram que a infeccdo prévia com o alphavirus EILV (inseto-especifico)
reduziu entre 10 e 10.000 vezes o titulo da infec¢@o pelos arbovirus SINV, VEEV,
EEEV, WEEV e CHIKV. A infeccdo prévia de mosquitos Aedes aegypti com EILV
retardou a disseminacédo de CHIKV do intestino médio para outros érgaos e tecidos
(NASAR et al., 2015). Sendo assim, os mAbs gerados nesse estudo podem ser (teis
para investigar se co-infeccdes com CAAV e arbovirus de importancia médica alteram
a dindmica de replicacédo desses virus em modelo de mosquitos.

Em sintese, anticorpos monoclonais séo ferramentas valiosas para estudos de
caracterizacdo viral. Os mAbs produzidos no presente trabalho reconhecem de
maneira especifica o virus Caaingua e podem ser aplicados em inlUmeras técnicas
como IFI, citometria de fluxo, ELISA, entre outras. Portanto, representam insumos
promissores para melhor elucidar a transmissdo de CAAV na natureza, seu papel

epidemioldgico e relevancia para saude publica.

5.2 Infeccdo de mosquitos A. albopictus por CAAV

A emergéncia de arboviroses é fortemente afetada pelas interacdes entre 0s
virus e seus vetores. Esse fendbmeno pode ser exemplificado pela epidemia de CHIKV
em 2004, onde a ocorréncia de uma mutacdo na proteina E1 do virus favoreceu sua
transmissao por mosquitos Aedes albopictus em regides onde o principal vetor (A.
aegypti) é pouco encontrado, como a llha da Reunido (LAMBALLERIE et al., 2008).
Eventos como esses destacam o impacto da competéncia vetorial de mosquitos na
ocorréncia de epidemias e reforcam a importancia de estudos para caracterizar as
interacdes entre virus e seus vetores.

Mosquitos Aedes albopictus representam uma das espécies mais invasivas do
mundo. Originaria do sudeste asiatico, a espécie se dispersou rapidamente nas
tltimas décadas, impulsionada por eventos de migracéo e pelo aumento do comércio
global (PAUPY et al., 2009). Atualmente, a espécie colonizou todos os continentes,
com excec¢do da Antartica. No Brasil, a presenca desses mosquitos foi relatada pela
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primeira vez em 1986 no Rio de Janeiro e desde entdo, foi registrada em quase todos
estados do territorio nacional (SANTOS, 2003).

O impacto dos mosquitos A. albopictus na saude publica advém de seu papel
como vetor para arboviroses de grande importancia médica, como DENV e CHIKV
(LAMBALLERIE et al., 2008; PAUPY et al., 2009). Embora seu impacto na ecologia e
transmissao de outras arboviroses ainda ndo esteja claro, estudos em laboratorio
demonstraram que mosquitos dessa espécie sdo capazes de transmitir ao menos 26
arbovirus. Além disso, muitos arbovirus foram detectados ou isolados a partir de
mosquitos coletados em campo, como como EEEV, WNV e JEV (PAUPY et al., 2009).

O presente estudo avaliou a replicacdo e disseminacdo de CAAV em mosquitos
da espécie Aedes albopictus. O virus Caaingua foi recentemente identificado durante
um surto de doenca artritogénica de etiologia desconhecida no municipio de Marilena
PR, sendo isolado a partir de pools de mosquitos coletados na regido (TSCHA et al.,
2019). Embora o virus ndo tenha sido incriminado como o agente etiolégico do surto,
estudos para caracterizar sua replicacdo em espécies vetores podem contribuir para
a elucidacao de seu papel epidemioldgico.

Para avaliar a susceptibilidade de A. albopictus a infecgdo por CAAV, no
primeiro experimento mosquitos da espécie foram alimentados com o virus e a
deteccdo do RNA viral foi realizada por RT-gPCR ap6s 0, 4, 7, 14 e 21 dias. A técnica
de RTg-PCR é amplamente usada para a deteccéo de acidos nucleicos devido a sua
alta sensibilidade, rapidez e especificidade (MACKAY, 2002). Diante dessas
vantagens, indmeros estudos de competéncia vetorial a utilizam para avaliar a cinética
da replicacao viral em espécies de mosquitos (ARIAS-GOETA et al., 2013; LIU et al.,
2017; TESLA et al., 2018).

Os resultados do presente trabalho sugerem que mosquitos A. albopictus sao
susceptiveis a infecgdo por CAAV. No primeiro experimento, houve deteccéo do virus
em todas amostras e tempos analisados (0, 4, 7, 14, 21 e d.p.i), apontando um
sucesso de infecgdo em 100% das amostras testadas (Figura 4.10). A partir de 7 d.p.i,
foi observada uma alta variabilidade nos niveis de RNA de CAAV dentro dos grupos,
com mosquitos apresentando niveis semelhantes a 0 d.p.i e mosquitos apresentando
niveis até 30 vezes maior que a meédia de 0 d.p.i. (Figura 4.10 A). Essa variacao
aponta para a existéncia de diferentes niveis de resisténcia e susceptibilidade a
infeccdo dentro da populagdo analisada. Estudos com infeccdo por DENV em
populacbes homogéneas de A. aegypti observaram que em condi¢bes iguais de
repasto sanguineo foram identificados mosquitos infectados e resistentes, indicando
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que variacbes de suscetibilidade podem ocorrer ndo apenas a nivel de populagéo,
mas também a nivel individual (OLMO, 2015).

E importante destacar que no tempo 0 a deteccdo do RNA viral é reflexo da
alimentacdo dos mosquitos, ndo sendo possivel diferenciar quais foram realmente
infectados uma vez que o in6culo viral ainda ndo foi digerido. Nesse tempo, houve
baixa variabilidade entre as amostras nos niveis de RNA viral detectados (Figura 4.10
A e B), indicando que todos mosquitos se alimentaram com volumes proximos e,
portanto, com titulos virais semelhantes. A quantificagdo da carga viral por RT-gPCR
sugere que a dose ingerida foi de aproximadamente 1 x 10*ffu por mosquito. Embora
essa analise ndo seja uma medida direta dos titulos virais, diversos estudos mostram
uma correlacao positiva entre a deteccao do RNA viral com a presenca de particulas
infecciosas (OLMO,2015; FALSEY et al., 2003; SANTHOSH et al., 2007).

Apés alimentacédo, inicia-se a digestdo do sangue. Embora a duracédo da
digestdo possa variar de acordo com a espécie e populacdo de mosquitos, estudos
com DENV, ZIKV e CHIKV indicam que em A. albopictus o sangue virémico &
completamente digerido entre 2 e 4 dias ap0s alimentacédo (DONG et al., 2017; XIAO
et al., 2014; WONG et al., 2013). Portanto, a deteccdo do RNA de CAAV a partir de 4
d.p.i deve ser proveniente da replicacao viral, apontando para uma infec¢éao produtiva.
Sendo assim, a amplificacdo do RNA viral observada no primeiro experimento até 21
d.p.i sugere que mosquitos A. albopictus sejam suscetiveis a infeccdo por CAAV
(Figura 4.10 A e B).

A susceptibilidade a infeccdo é apenas um dos fatores associados a
competéncia vetorial. Espécies de mosquito competentes ndo sao apenas suscetiveis,
mas sao capazes de sustentar a replicacédo viral de forma persistente e transmitir o
virus. Para que isso ocorra, o virus ingerido pela alimentacéo do vetor deve se replicar
no intestino, se disseminar em érgdos secundarios e finalmente infectar as glandulas
salivares para que seja transmitido através da saliva ao hospedeiro vertebrado no
proximo repasto sanguineo (HARDY et al., 1983). Durante esse processo, 0 virus
pode ter impedimentos de se dispersar nos tecidos por barreiras biolégicas presentes
nos 6rgdos dos mosquitos, como barreiras de infeccdo e escape do intestino (MIB e
MEB), barreiras de infec¢do das glandulas salivares (SGIB) e, em casos esporadicos,
barreiras de escape das glandulas salivares (SGEB) (FRANZ et al., 2015). Sendo
assim, para caracterizar a disseminacao da infeccdo por CAAV em A. albopictus, no
segundo experimento mosquitos foram infectados por via oral e foram dissecados em
intestino, térax e cabeca nos tempos em 0, 7, 14 e 21 d.p.i. (Figura 4.11).
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Apés a alimentacdo, o sangue virémico é direcionado ao limen intestinal, que
representa o primeiro 6rgéo alvo da infeccéo. Portanto, para que ocorra a infeccao
sistémica no mosquito, as particulas virais devem ser capazes de infectar as células
epiteliais do intestino antes da secrecdo da matriz peritréfica durante a digestédo
(FRANZ et al., 2015). No presente estudo, houve deteccdo de CAAV no intestino nao
apenas em 0 d.p.i., indicando que 0s mosquitos ingeriram sangue virémico, mas
também em todos os pools dos tempos posteriores analisados (7, 14 e 21 d.p.i.)
sugerindo que o virus foi capaz de ultrapassar as barreiras bioldgicas presentes nesse
orgdo para estabelecer uma infec¢ao produtiva (Figura 4.11 A e B).

Por constituir a primeira barreira a infec¢édo, o intestino pode apresentar um
papel importante na determinacgéo da suscetibilidade a infeccdo e, consequentemente,
na capacidade de transmissao viral. Estudos com CHIKV observaram que a variante
do virus (E1-226V) associada a maior transmissao por A. albopictus apresentou maior
infectividade no intestino e disseminacdo em mosquitos dessa espécie do que a
variante E1-226A, cuja transmiss&do ocorre majoritariamente pela espécie A. aegypti.
Quando as variantes do virus foram inoculadas pela via intratoracica ao invés de por
via oral, as diferengas nao foram mais observadas, demonstrando o papel da barreira
do intestino na selecao da variante emergente E1-226V (ARIAS-GOETA et al., 2013).

A analise dos pools de mosquitos coletados a partir de 7 dias ap0s infeccéo
com CAAV indicou a presenca do virus no térax e na cabeca, apontando para a
disseminagcdo da infeccdo do intestino (Figura 4.11 A e B). Diversos estudos
demonstram que esse fenémeno pode ser fortemente influenciado por fatores como a
temperatura e a carga viral do inoculo. Estudos de infeccdo por DENV-2 em A.
albopictus mostraram que em temperaturas baixas (18°C) a propor¢do de mosquitos
infectados foi menor que em temperaturas maiores e ndo houve disseminacao da
infecc@o para 6rgdos secundarios (LIU et al., 2017). J& na infec¢do por ZIKV em A.
aegypti, foi observado que a dose minima para a ocorréncia de disseminacdo da
infeccdo foi de 10* ffu/ml. Além disso, doses maiores ndo apenas aumentaram a
proporcao de mosquitos com infeccao disseminada, mas também diminuiram o tempo
em que ocorreu a disseminacdo (TESLA et al.,, 2018). Uma vez que no presente
estudo foram utilizados titulos virais fixos para a infeccdo dos mosquitos, ainda
precisamos determinar se diferentes doses de indculo poderiam afetar a dinamica de
disseminacéao da infeccdo de mosquitos A. albopictus por CAAV.

A deteccdo do RNA viral de CAAV na cabec¢a dos mosquitos a partir de 7 dias
é indicativo de que a infeccéo viral possivelmente tenha se disseminado nas glandulas
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salivares. Dubrulle et al. (2009) avaliaram a disseminacéo da infeccdo de CHIKV em
A. albopictus e A. aegypti e observaram uma forte correlacdo entre a presenca do
virus na cabeca por IFl e sua excrecdo na saliva, que foi detectada a partir de 2 d.p.i.
A infecc@o das glandulas salivares é um parametro crucial para avaliar o potencial de
transmissdo do virus e seu periodo de incubacdo extrinseco (PIE), j& que a
transmissao ocorre através da saliva durante o repasto sanguineo (FRANZ et al.,
2015). Uma vez que diversos alphavirus como CHIKV e VEEV apresentam PIE curtos
como 2 d.p.i em mosquitos do género Aedes (DUBRULLE et al., 2009;
GAIDAMOVICH et al., 1973), a andlise da infeccdo por CAAV em intervalos entre O e
7 d.p.i. € importante para definir o tempo preciso para o virus infectar a cabeca e,
potencialmente, as glandulas salivares.

E importante destacar que ja foi demonstrada a existéncia de SGIB em
populacées de mosquitos A. albopictus para virus como ZIKV, em que foi observada
infeccdo disseminada, porém sem atingir as glandulas salivares (HERNANDEZ-
TRIANA et al., 2019). Além disso, em alguns casos, a capacidade do virus de
ultrapassar SGIB pode ser dependente do titulo viral alcancado nos outros 6rgaos
(FRANZ et al., 2015; KRAMER et al., 1981). Sendo assim, a infec¢cao das glandulas
salivares por CAAV em mosquitos A. albopictus ainda deve ser confirmada com a
disseccéo desses 0rgaos para deteccao do virus diretamente nas glandulas salivares
e através da coleta da saliva.

Embora o RNA de CAAV tenha sido detectado na cabeca e térax em todos os
pools de mosquitos e tempos analisados a partir de 7 d.p.i., a analise dos mosquitos
agrupados em pools representa uma limitacédo do trabalho, uma vez que os niveis de
RNA viral observados podem néo ser representativos de todos os mosquitos do pool.
Sendo assim, estudos adicionais com a andlise individual dos mosquitos sao
necessarios para definir de modo mais preciso a taxa de disseminacdo da infecgédo
(proporcédo de mosquitos com infeccdo disseminada pelo total de mosquitos com
intestinos infectados).

A presenca do RNA de CAAV em até 21 d.p.i pode ser indicativo de que o virus
€ capaz de estabelecer uma infeccdo persistente nos mosquitos, caracteristica
considerada importante na relacao entre os arbovirus e seus vetores. Ao contrario do
que ocorre em humanos, com a manifestacdo frequente de doencas severas, a
infecgdo viral em vetores ndo gera efeitos significativos na sobrevivéncia dos mesmos
e de modo geral, mosquitos sdo considerados tolerantes a infeccdo (CHENG et al.,
2016; LAMBRECHTS; SALEH, 2019). No contexto da infecgéo viral em mosquitos,
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essa tolerancia representa um atributo essencial para esses invertebrados serem
vetores eficientes. A replicacdo viral sem afetar a sobrevivéncia do mosquito assegura
a transmisséo eficiente do virus. Nesse contexto, diversos mecanismos que possam
contribuir para a tolerancia foram descritos em modelos de Drosophila melanogaster
e em mosquitos do género Aedes. Entre eles, as vias de RNA de interferéncia (RNAI)
possuem um papel fundamental na imunidade antiviral de mosquitos, modulando a
replicacdo viral a niveis ndo patogénicos para o mosquito, porém que ainda permitem
a transmissado do virus (OLIVEIRA et al., 2020; LAMBRECHTS; SALEH, 2019;
GOULD et al., 2010).

O presente trabalho representa primeiro estudo realizado para caracterizar a
replicacdo do virus Caaingua em espécies de mosquitos vetores. De modo geral, as
analises sugerem que mosquitos A. albopictus séo susceptiveis a infeccdo por CAAV,
e esta infeccao ndo apenas é sustentada no intestino, mas se dissemina para 6rgaos
secundarios e para a cabeca. Estudos adicionais sdo necessarios para avaliar a
infeccdo das glandulas salivares e confirmar a competéncia vetorial de mosquitos

dessa espécie na transmissao de CAAV.
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. CONCLUSOES

Foram produzidos 3 hibridomas secretores de anticorpos contra CAAV (5F4,
8All e 7D11);

A partir do hibridoma 5F4, foram obtidos quinze mAbs anti-CAAV, dos quais
dois foram caracterizados (5F4/F6/A10 e 5F4/H6/D6);

Ambos os mAbs 5F4/F6/A10 e 5F4/H6/D6 sé&o do isotipo IgG2a com cadeia
leve kappa e ndo apresentaram reatividade cruzada contra os alphavirus
CHIKV, MAYV, VEEV e AURAYV;

O mAb 5F4/F6/A10 apresentou desempenho semelhante a um anticorpo
comercial alphavirus especifico em ensaio de citometria de fluxo;

Os ensaios de RT-gPCR sugerem gue mosquitos da espécie A. albopictus
foram suscetiveis a infeccdo por CAAV, sendo o RNA viral detectado até 21
dias apds a infeccao;

Os ensaios de RT-gPCR sugerem que a infecgcado por CAAV em mosquitos A.
albopictus € capaz de se disseminar do intestino para a cabeca e torax em até

7 dias ap6s a infeccéo.
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PERSPECTIVAS

Caracterizar os alvos proteicos dos mAbs anti-CAAV através de ensaios de
western blotting e/ou imunoprecipitagao;

Conjugar os mAbs anti-CAAV com corantes fluorescentes ou com a enzima
peroxidase para utilizacdo em ensaios de citometria de fluxo e/ou IFI e em
ensaios imunoenzimaticos, respectivamente;

Avaliar atividade neutralizante dos mAbs anti-CAAV;

Infectar A. albopictus com diferentes concentracdes de CAAV para avaliar se
ha uma relacdo de dose-dependéncia na incidéncia da infeccao;

Realizar a disseccao das glandulas salivares, bem como a coleta da saliva de
mosquitos A. albopictus infectados por CAAV para avaliar a presenca do virus
e seu potencial de transmisséo pela espécie;

Avaliar individualmente por RT-qPCR a presenca do virus no intestino, cabeca
e torax de mosquitos infectados para determinar as taxas de infeccao,
disseminacgao e competéncia vetorial,

Realizar a titulagdo por imunodeteccao de foco de mosquitos infectados para
confirmar a producao de particulas infectivas e os titulos virais;

Avaliar a infeccdo por CAAV e competéncia vetorial em outras espécies de
mosquitos, a exemplo de mosquitos do género Culex;

Realizar nova coleta de mosquitos na cidade de Marilena (PR) para avaliar a

circulacdo do CAAV na regido.
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