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RESUMO
DISSERTAQAO DE MESTRADO
Gisiane Emanuele Gruber

O género Flavivirus, familia Flaviviridae, inclui virus de importancia médica, como 0s virus
Zika (ZIKV) e dengue (DENV), além de flavivirus especificos de insetos (ISFs), como o Culex
flavivirus (CxFV) e o Sabethes flavivirus (SbFV). O ZIKV e 0 DENV s&o virus globalmente
relevantes que podem ser transmitidos para humanos através da picada de mosquitos do género
Aedes infectados. Além disso, pode haver transmisséo sexual e transmissédo vertical do ZIKV
de gestantes para o feto, podendo resultar em malformacdes fetais. Os ISFs sdo altamente
prevalentes em mosquitos na natureza e tém sua replicacdo exclusiva em insetos, ndo sendo
patogénicos para mamiferos. No entanto, pouco se sabe sobre a interacdo entre os ISFs e 0s
flavivirus de relevancia médica. Estudos indicam que a coinfec¢do com virus de um mesmo
género pode levar a uma interacdo entre 0s virus e ocorrer uma competicao interferindo na
replicacdo viral. Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo analisar o efeito que ISFs
tém na infeccdo pelos virus ZIKV e DENV no contexto de coinfec¢cfes. Para tanto, foram
selecionados os ISFs Culex flavivirus e Sabethes flavivirus. O CxFV foi isolado em células
AP61 a partir de mosquitos Culex spp. infectados e teve parte de seu genoma sequenciado; o
SbFV foi recentemente isolado a partir de mosquitos Sabethes belisarioi. Uma linhagem de
células C6/36 persistentemente infectada com o SbFV (nomeada C6/36-SbFV), um anticorpo
monoclonal (AcM) anti-SbFV (nomeado 7A2/G11/G3) e dois AcM anti-CxFV (homeados
3G11/G9/G10 e 15B11/D7/A9) foram desenvolvidos para uso como ferramentas nesse estudo.
Foram avaliadas as cinéticas de infec¢do dos virus SbFV, ZIKV e DENV em células C6/36,
definindo-se a multiplicidade de infeccdo (MOI) de 0,1 e os tempos de 3 e 6 dias pos-infecc¢éo,
para realizacdo dos ensaios de coinfeccdo. A infeccdo por CxFV causou muito efeito citopatico
nas células, inviabilizando o uso desse virus nos ensaios subsequentes. Os ensaios de coinfec¢do
foram realizados: (1) com infeccdo simultanea pelos virus SbFV e ZIKV ou SbFV e DENV em
células C6/36, (2) com infeccdo pelo ZIKV ou DENV trés dias apds a infeccdo pelo SbFV e (3)
em células C6/36-SbFV. Houve uma reducdo nos titulos de ZIKV e DENV em células C6/36
coinfectadas por SbFV. Em C6/36-SbFV infectadas por ZIKV ou DENV, ocorreu uma reducéo
no percentual de células infectadas pelo SbFV. Considerando-se a importancia do ZIKV e
DENYV para salde publica e a alta prevaléncia de mosquitos infectados por ISFs na natureza,
conclui-se que a reducdo de particulas infecciosas de ZIKV e DENV ap0s infecgdo por SbFV
é um resultado promissor para um possivel uso do SbFV como controle biolégico. Mais
estudos, no entanto, sdo necessarios. O estudo das interacBes entre esses virus pode ainda
contribuir para a compreensdo dos mecanismos de infeccdo em mosquitos e da dindmica de
transmisséo do ZIKV e DENV.
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ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

IN VITRO STUDY OF THE INTERACTION BETWEEN FLAVIVIRUSES OF MEDICAL
IMPORTANCE AND INSECT-SPECIFIC FLAVIVIRUSES

The Flavivirus genus, Flaviviridae family, includes viruses of medical importance, such as Zika
(ZIKV) and dengue (DENV), in addition to insect-specific flaviviruses (ISFs), such as Culex
flavivirus (CxFV) and Sabethes flavivirus (SbFV). ZIKV and DENV are globally relevant
viruses transmitted to humans through the bite of infected Aedes spp. mosquitoes. Furthermore,
it is reported sexual transmission and vertical transmission of ZIKV from pregnant women to
the fetus, which may result in Congenital Zika Syndrome. On the other hand, ISFs are highly
prevalent in mosquitoes in nature and replicate exclusively in insects, not being pathogenic to
mammals. However, little is known about the interaction between ISFs and flaviviruses of
medical relevance. Studies have indicated that co-infection with viruses of the same genus can
lead to interaction between viruses and competition that interferes with the viral replication.
Thus, the present study aimed to analyze the effect of ISFs on ZIKV and DENV viruses in the
context of co-infections. The ISFs, Culex flavivirus and Sabethes flavivirus, were selected.
CxFV was isolated in AP61 cells from Culex spp. and part of the genome was sequenced; SbFV
was isolated from Sabethes belisarioi mosquitoes. Some tools like a C6/36 cell line persistently
infected with SbFV (named C6/36-SbFV), an anti-SbFV monoclonal antibody (MAb — named
7A2/G11/G3) and two anti-CxFV MADbs (named 3G11/G9/G10 and 15B11/D7/A9) were
produced. Infection Kinetics in C6/36 cells infected with SbFV, ZIKV and DENV viruses were
assessed, setting the multiplicity of infection (MOI) of 0.1 and three- and six-days post-
infection for the co-infection assays. CxFV infection resulted in an extensive cytopathic effect
in the cells, therefore the use of this virus in the subsequent assays was not viable. The
coinfection assays were performed: 1) simultaneous infection by SbFV and ZIKV or by SbFV
and DENV in C6/36 cells; 2) ZIKV and DENV infection three days after the SbFV infection;
3) on C6/36-SbFV cells. There was a reduction on the ZIKV and DENV titers in C6/36 cells
coinfected with SbFV. In C6/36-SbFV cells, there was a reduction in the percentage of cells
infected by SbFV. Considering the importance of ZIKV and DENV for public health and the
high prevalence of mosquitoes infected by ISFs in the nature, it is concluded that the reduction
of infectious particles of ZIKV and DENV after infection by SbFV is a promising result for a
possible use of SbFV as a biological control. Further studies, however, are needed. The study
of the interactions between these viruses can also contribute to understanding the mechanisms
of infection in mosquitoes and the transmission dynamics of ZIKV and DENV.
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1 INTRODUCAO

1.1 ARBOVIRUS

No inicio do século XX, poucos arbovirus (arthropod borne virus) eram conhecidos,
dentre eles os virus da febre amarela (YFV) e dengue (DENV) (SHOPE, 1994). Atualmente,
sdo conhecidos aproximadamente 500 diferentes arbovirus, dos quais cerca de 130 podem
infectar humanos. Os arbovirus sdo agrupados nas familias Bunyaviridae, Flaviviridae,
Reoviridae, Rhabdoviridae e Togaviridae (RUST, 2012; SCHERER, 2017). Esses virus
possuem ciclo de vida complexo envolvendo replicacdo nos hospedeiros invertebrados e
vertebrados, podendo ser transmitidos para humanos e outros animais atraves da picada de
artropodes hematofagos (GUBLER, 1998; POWERS, 2009; RUST, 2012). Para alguns
arbovirus, como DENV, YFV e Zika (ZIKV), os humanos fazem parte do ciclo de transmissao.
Para muitos arbovirus, no entanto, humanos sdo hospedeiros acidentais, devido a baixa viremia
insuficiente para a manutencédo do ciclo de transmissdo (LORD et al., 2006). Outros meios de
transmissdo também podem ocorrer, como por meio de transfusdo de sangue, transplante de
orgaos, leite materno, transmissdo sexual, congénita ou perinatal (FOY etal., 2011; BESNARD
etal., 2014; MOTTA etal., 2016; ZANLUCA et al., 2018). As infeccBes por esses virus podem
ser assintomaticas ou oligossintomaticas. Quando sintomaticas, podem resultar em sindromes
clinicas, variando desde doenca febril branda até febres hemorragicas e complicacbes
neuroinvasivas (BRASIL, 2016). A infeccdo por arbovirus é sazonal e muitos fatores podem
influenciar na prevaléncia desses virus, incluindo clima — chuvas e temperatura — competéncia
e densidade dos vetores e transporte dos virus para lugares distantes através de pessoas
infectadas (SHOPE, 1994).

No decorrer da historia da pesquisa na area de virologia, pouca importancia foi dada aos
arbovirus. No entanto, no ultimo século, a emergéncia de muitas arboviroses mudou a
percepcdo sobre a sua contribuicdo para a morbidade e mortalidade no mundo (GUBLER;
CLARK, 1995; MURRAY et al., 2015). H4 uma crescente busca pelo controle da transmissao
de arboviroses, porém mesmo com 0s avancos da ciéncia, esses virus continuam a causar
epidemias e doencas em animais e humanos. Alguns arbovirus causam surtos ou epidemias
esporadicas em areas onde haviam sido previamente reportados. Outro tipo de surto ou
epidemia ocorre quando os virus sdo reportados em regides novas e se estabelecem nesses

novos nichos ecoldgicos. Ha também virus que sofrem alteragdes em novos territorios mudando
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seu padrdo de sintomas da doenca que causa e, por Ultimo, existem o0s surtos e epidemias que
acontecem devido a virus ainda desconhecidos (POWERS, 2009).

A emergéncia e disseminacdo global dos arbovirus podem ser resultado do crescimento
populacional, da mudanca climética, urbanizacdo e aumento do trafego humano e comércio
internacional nas Ultimas décadas (Murray et al., 2015; WHO, 2009; WILDER-SMITH et al.,
2017). O Brasil tem clima predominantemente tropical, com vastas florestas distribuidas ao
longo do seu territério, sendo um local adequado para o surgimento de arboviroses devido as
condicbes propicias que oferece para o desenvolvimento dos vetores (FIGUEIREDO, 2000).

1.2 O GENERO FLAVIVIRUS

1.2.1 Classificagdo e particula viral

A familia Flaviviridae pode ser dividida em quatro géneros: Flavivirus, Pestivirus,
Pegivirus e Hepacivirus (SIMMONDS et al., 2017). O género Flavivirus possui mais de 70
virus atualmente conhecidos (KUNO et al., 1998; FORRESTER et al., 2015; SCHERER,
2017). Esse género foi dividido em quatro grupos baseados nas suas caracteristicas ecoldgicas,
analise filogenética, especificidade do vetor e comportamento do virus nas células hospedeiras
— flavivirus transmitidos por mosquitos, flavivirus transmitidos por carrapatos, flavivirus com
vetor desconhecido e flavivirus inseto-especificos. A classificacdo desse género é dificil pois
esses virus estdo distribuidos em areas geogréaficas extensas e hd uma diversidade de vetores
artropodes ou hospedeiros vertebrados associados com o ciclo de transmissdo (CHEN et al.,
2012; KUNO et al., 1998).

A maioria dos flavivirus pertence ao grupo dos flavivirus transmitidos por mosquitos.
O segundo grupo engloba os virus transmitidos por carrapatos, que sdo subdivididos de acordo
com a especificidade do hospedeiro. Os virus que ndo possuem vetor conhecido — no-known
vector flaviviruses (NKVFs) — sdo associados a morcegos, roedores e infectam vertebrados sem,
aparentemente, a transmissdo por vetores artropodes. O ultimo grupo compreende os flavivirus
inseto-especificos — insect-specific flaviviruses (ISFs) — com replicacdo exclusiva em
invertebrados (PETTERSSON et al., 2014; GRABOWSKI et al., 2017).

As particulas dos virus do género Flavivirus possuem diametro de aproximadamente 50
nm e genoma de RNA fita simples ndo segmentado com senso positivo e aproximadamente 11

kb. O RNA viral esta contido no nucleocapsideo, o qual é envolvido por uma bicamada lipidica
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onde estdo ancoradas as proteinas virais de superficie — de envelope (E) e de membrana (M)
(Figura 1) (ULOHA; LIALIKAU, 2003).

e Proteina E

Proteina M

Proteina C

) . Bicamada lipidica

Figura 1 - Representacéo da estrutura de uma particula viral madura dos flavivirus. Estdo
representados o material genético (SSRNA), as trés proteinas estruturais (C, M e E) e
bicamada lipidica. Fonte: Adaptado de KROL et al. (2019).

A eficiéncia da traducdo do genoma é determinante para a infectividade dos flavivirus.
O genoma possui uma Unica janela aberta de leitura (open reading frame - ORF), que codifica
uma poliproteina, a qual € clivada por enzimas virais e da célula hospedeira, resultando nas
proteinas estruturais — proteina de capsideo (C), pré membrana/membrana (prM/M) e envelope
(E) — e ndo estruturais — NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (CHAMBERS, 1990)
(Figura 2). O genoma possui uma extremidade 5’ com capeamento do tipo I (m’GpppAmpN,)
a qual serve como sitio de iniciacdo para a sintese da fita positiva durante a replicacdo do RNA.
A extremidade 3’ ndo possui cauda de poliadenina e, apesar de possuir grande variabilidade,
possui sequéncias padrdes e estruturas secundarias conservadas entre os flavivirus (FREED et
al., 2013).
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Figura 2 - Organizagdo do genoma dos flavivirus. O RNA genémico possui duas regides
néo codificadoras (5’ e 3’ UTR) em suas extremidades, além dos genes que codificam
para as proteinas estruturais (C, prM/M e E) e ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B, NS5). Fonte: CAMPOS et al., 2018.

1.2.2 Replicag&o intracelular

Algumas espécies de flavivirus sdo capazes de infectar células de mosquitos, aves e
mamiferos, portanto, o receptor celular para a proteina de envelope deve ser comum a uma
variedade de células (WESTAWAY, 1987).

O primeiro relato sobre a inicia¢éo da infeccao celular por flavivirus foi feito por Gollins
e Porterfield (1985), no qual foi descrita a entrada no virus do Oeste do Nilo (WNV) na
linhagem celular de macréfagos P388D1. Flavivirus sdo depositados na epiderme durante a
picada do vetor e sdo capazes de causar infec¢do quando encontram células suscetiveis, como
queratindcitos e células dendriticas da pele (células de Langerhans) (NUTTALL; LABUDA,
2003; ROBERTSON et al., 2009; BRIANT et al., 2014). As células dendriticas em particular
parecem ser um alvo em comum entre diversos flavivirus. Quando infectadas, essas células
migram para os orgdos linfoides, onde a replicacéo viral acontece permitindo a disseminacéo
das particulas virais na circulacdo sanguinea e aos orgaos internos (PIERSON et al., 2014).

Mosquitos sdo altamente suscetiveis a infeccdo por flavivirus, podendo o virus se
replicar em varios tecidos e células desses artropodes (SALAZAR et al., 2007). E provavel que
0 mecanismo de entrada nas células de vertebrados e invertebrados seja conservado, devido aos
flavivirus possuirem apenas uma proteina de envelope e aos receptores celulares identificados
nas células de mosquitos serem similares aos encontrados nas células de mamiferos (VEGA-
ALMEIDA et al., 2013). Uma variedade de receptores celulares tem sido relacionada a entrada
de flavivirus nas células hospedeiras (PERERA-LECOIN et al., 2013). Dentre esses receptores,
os melhores caracterizados até 0 momento incluem integrinas o.fs, receptores de lectina tipo C
(DC-SIGN/L-SIGN, receptor de manose, CLEC5A, entre outros), receptores de fosfatidilserina
TIM (T-cell immunoglobulin and mucin domain) e TAM (TYRO3, AXL e MER) (LAURETI
et al., 2018, PERERA-LECOIN et al., 2013).
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A entrada do virus na célula se inicia com a sua ligacdo a receptores na superficie
celular, mediada pela proteina E, seguida de endocitose mediada por receptor (Figura 4). A
fusdo das membranas viral e do hospedeiro ¢é ativada pelo pH baixo do compartimento do
endossomo, o qual promove uma reorganizacdo da proteina E com exposicao do peptideo de
fusdo, levando a liberacdo do nucleocapsideo e, posteriormente, do RNA viral no citoplasma.
A traducdo do RNA gera uma poliproteina que é processada pela serino-protease do virus,
NS2B/NS3, e por proteases da célula hospedeira, produzindo as trés proteinas estruturais (C-
prM-E) e sete ndo estruturais (NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5) (RICE et al., 1985;
LINDENBACH et al., 2003).

As proteinas NS3 e NS5 possuem atividades enzimaticas que sdo necessarias para a
replicacéo viral. O primeiro passo desse processo € a sintese da fita complementar de RNA, que
serve como molde para a sintese de novas fitas de polaridade positiva. Em seguida, maltiplas
copias de proteina C se associam ao RNA viral formando o nucleocapsideo, o qual é entdo
revestido pelo envelope viral (proteinas E e prM associadas a uma bicamada lipidica), formando
uma particula viral imatura que brota do limen do RE até o complexo de Golgi. A maturacéo
da particula viral ocorre na rede trans de Golgi onde a prM € clivada em M por uma furina
celular. Finalmente, a particula viral madura € liberada por exocitose da célula hospedeira
(Figura 3) (KHROMYKH; WESTAWAY, 1996; MACKENZIE; WESTAWAY, 2002;
COLLINS, 2007; LI et al., 2008).
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Figura 3 — Representacdo esquematica das principais etapas da entrada e replicacdo de um
flavivirus. A primeira etapa consiste na adsorcao do virus a receptores na superficie celular e
endocitose mediada por receptor. Em pH baixo no endossomo formado, ocorre a fusdo das
membranas viral e celular, seguida pelo desnudamento do virus e liberacdo do RNA viral para
o citoplasma. O RNA viral é entdo traduzido em uma poliproteina e posteriormente clivado nas
proteinas estruturais e ndo estruturais; a replicacdo do RNA ocorre associada a vesiculas. Por
altimo, a montagem das particulas virais é feita no reticulo endoplasmatico (RE) e as particulas
virais sdo liberadas através de exocitose na membrana da célula hospedeira. FONTE: Adaptado
de COLLINS et al., (2007)

Traducao e processamento da
poliproteina

1.2.3 Proteinas virais

As proteinas estruturais sdo necessarias para a entrada do virus na célula e formacao da
particula viral. Apesar de as proteinas ndo estruturais ndo estarem presentes na particula viral,
elas estdo relacionadas com a replicacdo do RNA (COLLINS, 2007).

A proteina C possui 11 kDa e interage diretamente com o genoma viral, formando o
nucleocapsideo. Essa proteina possui uma regido interna hidrofdbica e serve como um peptideo
sinal para a translocacdo da prM para o RE (MA et al., 2004; COLLINS, 2007).

A proteina prM possui 26 kDa e sua associa¢do com a proteina E produz particulas virais

imaturas. Além disso, a associagdo dessas duas proteinas forma um heterodimero nas particulas
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imaturas protegendo o peptideo de fusdo da proteina E de uma fusdo prematura (LI et al., 2008;
YU et al., 2008).

A proteina E tem 53 kDa e sua forma dimérica madura é o maior componente da
superficie viral. Suas funcBes englobam a ligacdo do virus na superficie celular, fusdo de
membranas e entrada do virus nas células do hospedeiro. Como mencionado anteriormente, o
dobramento correto, estabilizacdo em pH baixo e ancoragem na superficie da particula
dependem da coexpressdo com a prM. Cada subunidade da proteina E € composta por trés
dominios: I, Il e l11. O loop de fusdo esta localizado no dominio 1l e € o responsavel pela fuséo
da membrana viral com a endossomal, permitindo a liberacdo do nucleocapsideo no interior da
célula. Ja o dominio I11 esta envolvido com a ligacdo ao receptor da célula hospedeira e também
é conhecido por ser um dos principais alvos de anticorpos neutralizantes, sendo que esses
anticorpos podem inibir um passo apds a ligacdo do virus ao receptor das células (COLLINS,
2007).

A glicoproteina NS1 tem aproximadamente 46 kD e é clivada da proteina E por uma
peptidase do hospedeiro. A NS1 pode ser retida dentro das células infectadas, estar localizada
na superficie celular ou ser secretada de células infectadas. Durante a infec¢do, uma resposta
humoral robusta é feita pelo hospedeiro contra essa proteina e anticorpos contra ela podem
mediar a lise das células infectadas (FLAMAND et al., 1999; COLLINS, 2007).

A proteina NS2 € clivada em duas subunidades, NS2A e NS2B. Essas duas proteinas
possuem cerca de 22 kDa e 14 kDa, respectivamente, e estdo relacionadas com a replicacdo. A
NS2B juntamente com a NS3 forma um complexo que tem atividade de protease (CHAMBERS
et al., 1993). Além dessa funcdo, sdo essenciais para a producédo da particula viral devido a sua
interacdo com outras proteinas ndo estruturais durante o processo de producéo da particula viral
(MURRAY et al.,2008).

A proteina NS3 possui 70 kDa e é importante para a replicacdo e processamento da
poliproteina dos flavivirus. A atividade de protease da NS3 é essencial para a replicacédo viral
e € responsavel pela clivagem das ligacGes entre NS2A-NS2B, NS2B-NS3, NS3-NS4A e
NS4B-NS5. A funcdo de helicase da NS3 é responsavel pelo desenrolamento da estrutura
secundaria do RNA, sendo essa etapa essencial para a replicacdo do RNA (LEUNG et al., 2001;
TAKEGAMI et al., 1995).

As proteinas NS4A e NS4B possuem 16 kDa e 27 kDa, respectivamente, e sdo
consideradas hidrofobicas. A NS4A pode ter um papel na replicacdo do RNA devido a sua

localizacdo junto a complexos de replicacdo. A proteina NS4B esté envolvida na producéo da
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particula madura do virus, j& que facilita a clivagem da proteina C pela NS3 (AMBERG et al.,
1994; LOBIGS, 2006; COLLINS, 2007).

Finalmente, a proteina NS5 é uma proteina grande de 103 kDa e altamente conservada
entre os flavivirus. Essa proteina contém uma metiltransferase na regido N-terminal (ZHAO et
al., 2015) que metila 0 RNA viral e também o distingue para prevenir o reconhecimento do
RNA pelo hospedeiro (DAFFIS et al., 2010; HYDE; DIAMOND, 2015). A regido C-terminal
da NS5 inclui a RNA polimerase RNA dependente (RARp) responsavel pela replicacdo do RNA
viral (COLLINS, 2007).

1.2.4 Flavivirus com relevancia médica transmitidos por mosquitos

Os virus do género Flavivirus possuem em seu ciclo de transmissdo mosquitos como
vetores e hospedeiros vertebrados, que podem ser mamiferos ou aves. Alguns virus que
infectam humanos, chamam a atencéo devido aos sintomas, as complica¢fes que as infeccbes
podem causar e ao indice de pessoas infectadas. Dentre eles podem ser destacados os virus da
encefalite de Saint Louis (SLEV), da febre amarela (YFV) e com especial importancia os virus
dengue sorotipos 1, 2, 3 e 4 (DENV-1 a 4) e Zika (ZIKV), que possuem ampla circulacdo no
Brasil (Tabela 1) (VEDOVELLO et al., 2015; DONALISIO et al., 2017).
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Tabela 1 — Exemplos de Flavivirus patogénicos para humanos, ano, local e fonte de isolamento,
distribuicdo geografica, principal vetor e hospedeiro. Adaptado de Gould et al. (2008), CDC
(2019a) e Hotta et al. (1952).

Ano de Local de Fonte de Distruibuicao Hospedeiro
Virus Vetor principal

isolamento isolamento isolamento geografica principal
Trépicos e

Dengue 1 1943 Japao Humanos . Aedes aegypti Humanos
subtropicos
Tropicos e

Dengue 2 1944 Nova Guiné Humanos i Aedes aegypti Humanos
subtrépicos
Tropicos e

Dengue 3 1957 Filipinas Humanos i Aedes aegypti Humanos
subtropicos
Dengue 4 Tropicos e

1957 Filipinas Humanos Aedes aegypti Humanos

subtrépicos

Encefalite de América do Sul,
1933 EUA Humanos Culex spp. Aves
Saint Louis do Norte e Central
Africana
Subsariana,
Febre Amarela 1927 Gana Humanos Aedes aegypti Macacos
America do Sul e
Caribe
Macacca Ameérica do Sul, Macacos,
Zika 1947 Uganda Aedes spp.
mulatto Africa, Asia humanos

1.2.4.1 Virus Dengue
1.2.4.1.1 Histdrico e epidemiologia

O DENV apresenta quatro sorotipos (DENV-1, -2, -3 e -4) (COLLINS, 2007). O
ancestral desse virus pode ter se originado ha aproximadamente 1000 anos em um ciclo de
infeccdo envolvendo primatas ndo humanos e mosquitos e a infeccdo para humanos deve ter
ocorrido apenas depois de alguns séculos (HOLMES et al., 2003; WANG et al., 2000). Apenas
em 1943 no Japdo e em 1944 em Nova Guiné os primeiros virus dengue foram isolados —
DENV-1 e DENV-2, respectivamente (HOTTA et al., 1952). Nesse momento da historia,
epidemias de dengue ja estavam sendo reportadas em regides da india até as llhas do Pacifico.
Na metade do século XX, a transmissdo de DENV ocorreu juntamente com a dispersdo do seu
principal vetor, o Aedes aegypti. Além desse fator, a transmissdo foi acelerada também pela
urbanizagéo e globalizagdo (GUBLER, 2011). Na tentativa de prevenir a transmissdo do YFV
nas Americas, a organizacdo Pan Americana de Saude (OPAS) organizou uma campanha para

erradicar o vetor Ae. aegypti, e obteve sucesso com a erradicacao desse vetor em diversos paises
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entre 1955 e o inicio da década de 1970. Como resultado, essa campanha também desacelerou
a transmissdo de DENV durante o periodo de 1950-1960. No entanto, com a descontinuacéo do
programa de erradicacdo, gradualmente a populagdo desses mosquitos aumentou novamente.
Até meados de 1994, os quatro sorotipos de DENV ja estavam em circulacdo no territorio
americano (GUBLER et al., 1995).

Atualmente, o DENV é um dos principais virus transmitidos por artrépodes a humanos
(ROTH et al., 2014). A incidéncia de dengue tem aumentado nas Ultimas décadas, sendo
estimado que ocorram por ano 390 milhdes de infecgdes. Esse virus se tornou um problema de
salde publica global, se propagando em regifes tropicais e subtropicais (WHO, 2012). A
transmissdo do DENV ocorre no Mediterraneo Oriental, Américas, Sudoeste Asiatico, Pacifico
Ocidental e nas regides Africanas, com novos casos ocorrendo em regides ndo endémicas nos
Estados Unidos (WHO, 2019b). Diversos fatores podem levar a alta propagacéo global de
DENV, incluindo as mudancas climaticas, falha na erradicacéo do vetor e chuvas, contribuindo
para 0 numero de casos reportados no Brasil (Figura 4) (PAHO, 2019; REZZA, 2014).

=== Nimero total de casos total de w====_ Proporc¢io de casos de dengue severa
dengue
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Figura 4 — Casos reportados de dengue (barras azuis) e propor¢do de dengue severa (linha
laranja) por ano de reporte na Regido das América entre 1999 até agosto de 2019. FONTE:
Adaptado de PAHO (2019).

No Brasil, ap6s a campanha para erradicacdo do Ae. Aegypti, a circulacdo do DENV foi
contida até 1981, quando houve um surto de dengue em Roraima. Durante esse surto, 0s
sorotipos de DENV-1 e 4 foram isolados. O surto foi contido, porém, em 1986, houve a

reintroducdo de DENV-1 no Rio de Janeiro e em algumas capitais do Nordeste. Posteriormente
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também foram introduzidos os sorotipos de DENV-2 e -3 no RJ e 0 DENV-4 em RR (OSANAI
et al., 1983; SALLES et al., 2018). Desde a reintroducdo do DENV no Brasil, todos os anos ha
relatos de infeccBes, principalmente nas areas mais populosas do pais, tendo como caracteristica
a situacdo de hiperendemicidade, na qual ocorrem epidemias anuais com menor ou maior
magnitude (FIGUEIREDO, 2000; SALLES et al., 2018).

1.2.4.1.2 Ciclos de transmissao

O DENV ¢ transmitido a humanos através da picada de mosquitos infectados.
Mosquitos da espécie Aedes aegypti sdo o principal vetor, se alimentam preferencialmente de
sangue humano e habitam em climas tropicais e subtropicais. Como vetor secundario do DENV,
pode-se citar o Aedes albopictus (SIVAN et al., 2016).

A infeccdo do mosquito comeca quando as fémeas se alimentam do sangue virémico de
um hospedeiro. Apds um periodo de incubacdo de 7-14 dias, 0s vetores podem transmitir o
virus atraves da picada (WATTS et al., 1987). O Ae. aegypti € um mosquito adaptado ao
ambiente urbano, deposita seus ovos em recipientes que contenham agua limpa e parada,
tornando cuidados em ndo deixar objetos como vasos, pneus, potes vazios ou qualquer outro
recipiente que possa acumular agua uma das principais medidas de controle do vetor (SILVA
et al., 2008).

O ciclo de transmissdo do DENV possui diferentes cenarios. O ciclo silvestre acontece
em regibes de floresta e envolve mosquitos do género Aedes e primatas ndo humanos. No
entanto, o principal ciclo de transmissdo do ponto de vista de satde publica é o urbano, no qual
mosquitos sdo infectados através da ingestdo de sangue de humanos infectados e podem
transmitir para outros humanos, permitindo assim a disseminacao do virus a populacao saudavel
(Figura 5) (GUBLER, 1988; HALSTEAD, 2017).
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Figura 5 — Ciclos de transmissdo do virus dengue. O ciclo silvestre acontece em areas de
floresta, na qual o mosquito pode transmitir o virus para primatas ndo humanos. No ciclo
urbano, DENV é transmitido principalmente através da picada dos mosquitos Ae. aegypti e Ae.
albopictus, que se reproduzem em ambientes domésticos e peridomésticos, aumentando a
frequéncia do contato entre mosquitos e humanos. FONTE: Adaptado de WHITEHEAD et al.
(2007).

1.2.4.1.3 Patogénese da infeccao

A infeccdo pelo DENV ¢é assintomatica ou oligossintomatica na maioria dos casos, mas
pode resultar em uma variedade de sintomas clinicos (HARRIS et al., 2000). Os seus sintomas
principais sao febre alta, dores de cabeca, dor nos musculos e articulagbes, dor retroorbital,
vomito e rash cutdneo e duram de 2 a 7 dias. A infecdo pelo DENV também pode levar a um
quadro de sintomas mais severo que é chamado de dengue com sinais de alarme ou até a dengue
grave, na qual pode ocorrer extravasamento plasmatico e hemorragia (WHO, 2017).

A dengue pode ser incapacitante e caracterizada pelo rapido desenvolvimento de febre
alta, que pode chegar aos 40°C, em combinacdo com dores de cabeca, desconforto
gastrointestinal, dor retroorbital, mialgia, artralgia e exantema. Casos de hemorragia podem se
manifestar através de sangramento da gengiva, petéquias na pele e sangramento pelo nariz
(GUILARDE et al., 2008). Ja na dengue com sinais de alarme, no periodo de defervescéncia, o
paciente apresenta um ou mais dos sinais de alarme: dor abdominal intensa e continua ou dor a
palpacdo do abddmen, vémitos persistentes, acumulo de liquidos (ascites, derrame pleural,
pericardico), sangramento de mucosas, letargia ou irritabilidade, hipotensdo postural,
hepatomegalia maior que 2 cm, aumento progressivo do hematocrito.

Nos casos de dengue grave, por sua vez, pode haver choque, sangramento grave ou

comprometimento grave de 6rgdos como coragdo, pulmdes, rins, figado ou sistema nervoso
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central (MINISTERIO DA SAUDE, 2016). Quando ocorre a evolucdo para choque, ha
extravasamento de plasma associado a queda de temperatura, que € caracterizada por
batimentos cardiacos rapidos e fracos com diminuicdo da pressdo e extremidades frias no
estagio inicial do choque. Se os pacientes ndo recebem atendimento imediato e tratamento
adequado, um estagio de choque profundo pode acontecer, no qual pressao e batimentos

cardiacos se tornam indetectaveis (WHO, 1997).

1.2.4.2 Virus Zika
1.2.4.2.1 Histdrico e epidemiologia

O virus Zika é um virus emergente, transmitido por mosquitos e que constitui um serio
problema de satde publica devido as recentes epidemias e a forma como ele se disseminou
rapidamente pelos territorios.

O ZIKYV foi descoberto na Floresta de Zika em Uganda durante uma pesquisa conduzida
para estudar o ciclo silvestre da Febre Amarela e para identificar novas arboviroses. Durante
este estudo, um dos macacos Rhesus sentinela monitorados em jaulas desenvolveu febre e
viremia, levando ao isolamento do ZIKV em abril de 1947 por meio da inoculagéo intracraniana
do seu sangue em camundongos. Em janeiro de 1948, o ZIKV foi isolado de mosquitos Aedes
africanus coletados no mesmo local do macaco Rhesus (DICK, 1952). A primeira
caracterizacdo da doenca em humanos ocorreu na Nigéria em 1954 (MACNAMARA, 1954).
Esses pacientes apresentaram sintomas como febre, dores de cabeca e nas articulagdes. Dois
anos apos, foi realizado um experimento em um voluntario vacinado contra febre amarela, no
qual o individuo foi infectado com a sexta passagem do ZIKV feita em cérebro de
camundongos. Como resultado, o paciente desenvolveu sintomas como dores de cabeca brandas
e febre (BEARCROFT, 1956). Durante os anos seguintes, o ZIKV foi associado apenas a
infecgdes esporadicas em humanos.

Apenas em 2007, na llha de Yap, na Micronésia, foi descrito o surto de uma doenca
caracterizada por sintomas clinicos de rash, conjuntivite, febre, artralgia e artrite. Embora trés
pacientes apresentassem IgM anti-DENV, acreditou-se ser uma doenca clinicamente diferente
de dengue. Em junho de 2007, soros de pacientes com a doenca aguda foram enviados ao
Laboratorio de Diagnostico e Referéncia em Arboviroses no Centro de Controle de Doencas
(CDC). Em dez das 71 amostras enviadas foi detectado o RNA de ZIKV por reagdo em cadeia
de polimerase associada a transcricdo reversa (RT-PCR) (DUFFY etal., 2009). Posteriormente,

em 2013, na Polinésia Francesa, uma epidemia foi registrada em areas com cocirculacéo de
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ZIKV e DENV. Pela primeira vez foram notificados casos com complicagdes neuroldgicas e
doencas autoimunes associadas ao ZIKV (100S et al., 2014).

Em maio de 2015, no Brasil, foram confirmados os primeiros casos de transmissao
autoctone do ZIKV na regido nordeste (ZANLUCA et al., 2015). Em 2016, foram notificados
mais de 200 mil casos suspeitos e, em 2017, aproximadamente 17 mil casos, incluindo relatos
de mortes decorrentes da infeccdo pelo ZIKV (MINISTERIO DA SAUDE, 2018). No Brasil,
houve uma redugdo do nimero de casos, mas ainda foram registrados mais de dois mil casos
entre 2018 e 2019 (BRASIL, 2019). Devido a maioria das infeccbes por ZIKV serem
assintomaticas ou com sintomas brandos e inespecificos, esse nimero deve ser ainda maior.
Até julho de 2019, um total de 87 paises e territérios reportaram casos de transmissao autoctone
do ZIKV. Muitos paises ndo possuem sistemas de vigilancia rotineiros, portanto, na auséncia
de epidemias, a informacao disponivel é frequentemente baseada em reportes clinicos, casos de

viajantes e pesquisa cientifica (WHO, 2019a).

1.2.4.2.2 Ciclos de transmissdo

A transmissdo do ZIKV a humanos tem sido associada principalmente ao vetor Aedes
spp. Duas outras espécies de Aedes — Aedes hensilli e Aedes polynesiensis — podem ter sido
vetores nos surtos que ocorreram na Micronésia e na Polinésia Francesa, respectivamente
(LEDERMANN et al., 2014; MUSSO et al., 2014). O Ae. aegypti é amplamente distribuido no
mundo, frequentemente pica multiplos humanos e vive em associacdo proxima ao habitat dos
humanos (GUBLER, 1988).

Além da transmissdo vetorial, sabe-se que pode haver transmissao sexual e transmissao
vertical do ZIKV de mulheres gravidas para o feto, podendo resultar em malformacoes
congénitas (MINER et al., 2016; CDC, 2017; DUGGAL et al., 2017). A transmissao sexual foi
primeiramente reportada em 2008 nos EUA (FOY et al., 2011) e em 2013 foi detectado 0 RNA
do ZIKV em sémen de pacientes infectados durante a epidemia na Polinésia Francesa (MUSSO
et al., 2015). Além disso, o virus ja foi encontrado em secrec¢des vaginais (BESNARD et al.,
2014; MUSSO; ROCHE; ROBIN; NHAN; TEISSIER; CAO-LORMEAU, V.-M., 2015;
PENOT et al., 2017). Até 2018, foram registrados 36 casos de transmissao sexual, dos quais 34
foram resultados da transmissdo do homem para a mulher (COUNOTTE et al., 2018) As
recomendacdes da Organizagdo Mundial da Saude sdo para que homens infectados com ZIKV
ou que apresentem sintomas da infecgéo esperem pelo menos 3 meses e mulheres oito semanas
apos a exposicdo ao virus para terem relagdes sexuais desprotegidas (PETERSEN et al., 2016;
WHO, 2019).
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A transmissdo materno-fetal do ZIKV foi associada com problemas aos fetos e recém-
nascidos, incluindo complicagdes como microcefalia, anormalidades no cérebro e deficiéncias
visuais e auditivas (FRANCA et al., 2016; MARTINES et al., 2016; REYNOLDS et al., 2017).

TRANSMISSAO ATRAVES OUTRAS FORMAS
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Figura 6 — Esquema representando os modos de transmissdo do ZIKV. A infeccdo do mosquito
ocorre apos picar uma pessoa infectada (1) e (2); esse mosquito se torna capaz de transmitir o
ZIKV para outras pessoas (3), sendo possivel que outros mosquitos se tornem infectados (4) e
se reinicie o ciclo de transmissao (5) e (1). Outros tipos de transmissdo incluem a transmisséo
vertical, sexual e por transfusdo de sangue infectado. FONTE: Adaptado de CDC (2019b).

1.2.4.2.3 Patogénese da infeccao

A patogénese da infeccdo pelo ZIKV ainda é pouco entendida e envolve a interacao
entre fatores virais e do hospedeiro. O ZIKV também pode ter efeitos teratogénicos em
humanos, incluindo microcefalia, calcificacdo intracranial e morte fetal (MLAKAR et al., 2016;
LAURETI et al.,, 2018). Em humanos, a infeccdo por ZIKV pode ser assintomatica ou
apresentar sintomas que duram de 2 a 7 dias, incluindo rash cutaneo, geralmente pruriginoso,
febre moderada, conjuntivite, dores musculares e nas articulagdes, dor de cabeca e tonturas
(Figura 7) (DUFFY et al., 2009; ZANLUCA et al., 2016). A viremia é tipicamente baixa,

embora altas cargas virias e viremia prolongada podem ocorrer (LANCIOTTI et al., 2008;
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DRIGGERS et al., 2017). Além disso, o virus é excretado na urina, saliva e outros fluidos
corporais (BESNARD et al., 2014; GOURINAT et al., 2015; PRISANT et al., 2016).

O ZIKYV apresenta tropismo por células do sistema nervoso central (SNC) e pode causar
neurodegeneracdo particularmente das celulas neurais progenitoras, sendo esse um dos
potenciais mecanismos para o desenvolvimento da microcefalia (DANG et al., 2016;
ONORATI et al., 2016; TANG et al., 2016). Essa capacidade do ZIKV de infectar e causar
danos as células progenitoras pode contribuir para o impacto no neurodesenvolvimento. A
inoculacdo do ZIKV diretamente no cérebro de fetos de camundongos resultou em infeccédo e
reducdo da densidade cortical, inibicdo da diferenciacdo das células neuroprogenitoras e
microcefalia (LI et al., 2016). Em amostras humanas, o ZIKV foi detectado no tecido materno
e fetal, incluindo sistema nervoso central de fetos e natimortos, em células de Hofbauer e no
liquido amnidtico (CALVET etal., 2016; BHATNAGAR et al., 2017; NORONHA et al., 2018;
ZANLUCA et al., 2018). Além disso, a infeccdo por ZIKV tem sido relacionada ao
desenvolvimento de sindrome de Guillain-Barré em uma porcentagem pequena de individuos
(OEHLER et al., 2014; CAO-LORMEAU et al.,, 2016). Essa sindrome é uma doenca
inflamatoria aguda mediada pela resposta imune ao virus que acomete os neurdnios causando
parestesia, fraqueza e dor, mas que pode progredir para paralisia e morte (SANTOS et al., 2016;
DIRLIKOV et al., 2017).
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Figura 7 — Sintomas clinicos da infeccdo pelo ZIKV. A maioria das infeccGes séo
assintomaticas. Dentre os casos sintomaticos, 0s pacientes podem apresentar febre, rash,
conjuntivite, dores de cabeca e dores musculares. Durante a gestacéo, a infeccdo do feto pelo
ZIKV pode resultar em microcefalia, sindrome congénita associada ao ZIKV e abortos. Em
alguns adultos, pode haver complicacdes como sindrome de Guillain-Barré, que pode resultar
em fraqueza muscular e paralisia. FONTE: Adaptado de LAZEAR et al. (2016).

1.2.5 Virus especificos de insetos (ISVs)
1.2.5.1 Historia

Os organismos presentes no microbioma dos mosquitos tém sido identificados com
frequéncia apods a introducdo e uso em larga escala da tecnologia molecular e ferramentas de
bioinformatica. Essas descobertas resultaram na identificacdo de uma nova classe de virus que
sdo exclusivos de insetos (ROUNDY et al., 2017). A maioria desses virus tem sido descoberta
em mosquitos, provavelmente, por estar inserida no contexto da vigilancia de arboviroses de
relevancia médica (VASILAKIS; TESH, 2015).

O Cell-fusing agente virus (CFAV) foi o primeiro ISV caracterizado. Esse virus foi
isolado quando o sobrenadante de cultivo de células de Ae. Aegypti (estabelecida por Peleg
(1968)) foi inoculado em uma linhagem celular de Ae. albopictus (C6/36), resultando em efeito
citopatico nessas células, mas ndo em trés linhagens celulares de vertebrados (BHK-21, KB e
Vero) (STOLLAR et al., 1975). Anos mais tarde, 0 genoma desse virus foi sequenciado e foi

descoberto que o CFAV pertencia ao género Flavivirus apesar de ser geneticamente distante

31



dos Flavivirus conhecidos naquele tempo (CAMMISA-PARKS et al., 1992). Somente em
2003, outro ISV foi caracterizado, o Kamiti River virus (KRV). Diferente do CFAV, o KRV foi
isolado de mosquitos coletados na natureza. O KRV também causou efeito citopatico em
células de Ae. albopictus e ndo foi capaz de se replicar em células de vertebrados (CRABTREE
et al., 2003). Um terceiro ISV pertecente ao género Flavivirus, o Culex flavivirus (CxFV), foi
detectado em 2007 em mosquitos Culex spp. coletados no Japdo (HOSHINO et al., 2007). O
CxFV é amplamente distribuido mundialmente, tendo sido isolado na Guatemala, México,
Estados Unidos, Italia, Uganda, Europa, China, Brasil, Tailandia e Argentina (MORALES-
BETOULLE et al., 2008; COOK et al., 2009; FARFAN-ALE et al., 2009; KIM et al., 2009;
NEWMAN, CHRISTINA M. et al., 2011; SAIYASOMBAT et al., 2011; BOLLING et al.,
2012; MACHADO et al., 2012; FERNANDES et al., 2016). Com os avancos na deteccdo de
virus e a ampliacdo da pesquisa de campo por arboviroses de relevancia medica, novos ISVs
tém sido descobertos (YAMADO et al., 2009; CALZOLARI et al., 2012; HOSHINO et al., 2012;
PARREIRA et al., 2012; KOLODZIEJEK et al., 2013; MARKLEWITZ et al., 2013). Dentre
os ISVs isolados nos ultimos anos, inclui-se o Sabethes Flavivirus (SbFV), isolado
recentemente em células C6/36 a partir de amostras de mosquitos Sabethes belisarioi coletados
no Brasil (GRAVINA et al., 2019).

1.2.5.2 Manutencédo dos ISVs na natureza

O ciclo transmissdo dos arbovirus tem trés componentes essenciais: o virus, o vetor
artropode e o hospedeiro vertebrado, com o virus se replicando no vetor invertebrado e no
hospedeiro vertebrado (WOODRING et al., 1996). Em contraste, 0s virus especificos de insetos
ndo possuem essa habilidade se de replicar em células de vertebrados, sendo a maioria dos ISVs
isolados usando células C6/36 (de Ae. albopictus) (BOLLING et al., 2015). Estudos tém
demonstrado que além da transmissao horizontal, ISVs podem ser transmitidos verticalmente,
através da fémea adulta para sua prole (LUTOMIAH et al., 2007; SAIYASOMBAT et al., 2011;
BOLLING etal., 2012).

Diferente do sistema imune dos mamiferos, 0s mosquitos ndo possuem sistema imune
adaptativo e sdo dependentes da resposta imune inata para combater infec¢fes virais. Como
resultado, o reconhecimento do virus pelo mosquito ativa vias da resposta imune inata que
levam a transcricdo de genes responsaveis por respostas antivirais (LEE et al., 2019). Entre
essas vias, a principal resposta a infecgdes virais é por meio da ativacdo da via de RNAs de
interferéncia (RNAI). Essa via de RNAI produz pequenos RNAs que marcam o RNA viral para
degradacéo e portanto reduzindo a replicacéo viral (GOIC et al., 2016; LEE et al., 2019). Apesar

32



dessa ativacdo da resposta imune inata em mosquitos durante infec¢des virais, 0s virus nao séo
completamente eliminados dos mosquitos. Dessa forma, uma infeccdo persistente, com pouca
ou nenhuma interferéncia na competéncia vetorial, pode ser estabelecida em mosquitos, o que
os torna vetores eficientes para arboviroses (LEE et al., 2019). O mecanismo pelo qual esses
virus se mantém nos mosquitos ainda é pouco entendido, no entanto estudos recentes tém
demonstrado que essa caracteristica pode estar relacionada a geracdo de genomas virais
defectivoss (POIRIER et al., 2018)

Na literatura ndo ha dados suficientes que descrevam a dindmica de transmissao dos ISVs
na natureza e os efeitos das infec¢cbes nos mosquitos. Portanto a descoberta e caracterizacéo
desses virus pode fornecer informacdes valiosas sobre os mecanismos pelos quais héa a restricdo
de sua transmissdo para hospedeiros vertebrados e seu impacto no alcance de hospedeiros.
Devido a sua incapacidade de infectar células de vertebrados, os ISVs tém um enorme potencial

como agentes de controle biologico de viroses patogénicas e seus vetores.

1.2.5.3 Aplicacdao bioldgica para virus especificos de insetos

Medidas de controle biologico envolvem o uso de predadores naturais ou de patogenos
para reduzir a populacdo de mosquitos ou a competéncia de transmisséo do vetor. Um exemplo
de controle bioldgico consiste no uso da bactéria Wolbachia para inibir a transmissdo de
determinados virus (HEDGES et al., 2008).

Estudos tém demonstrado que alguns ISVs podem alterar a susceptibilidade de
mosquitos a certas arboviroses. Em alguns casos, essa coinfeccdo leva a reducéo da infeccédo
pelo arbovirus como foi demonstrado por Baidaliuk e colaboradores quando analisaram a
coinfeccdo do ISV CFAV com os virus ZIKV e DENV (KENT et al., 2010; BOLLING et al.,
2012; HOBSON-PETERS et al., 2013; BAIDALIUK et al., 2019).

Além do potencial para uso no controle da transmissdo de arboviroses, os ISVs também
podem ser usados como plataformas para o desenvolvimento de vacinas ou diagndésticos. O
alphavirus Eilat (EILV), por ex., ndo é capaz de se replicar em células de vertebrados. Essa
caracteristica foi explorada atraves de tecnologia de DNA recombinante para gerar uma
quimera de EILV com um alphavirus patogénico. Esse virus quimérico foi capaz de entrar em
células de vertebrado, mas ndo foi capaz de se replicar, tornando-se portanto ndo infeccioso
para vertebrados (NASAR et al., 2012, 2015). Um estudo mostrou que uma quimera feita entre

os virus EILV e chikungunya se mostrou eficiente para ser usada em ensaios de imunoabsor¢édo
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enzimética (ELISA), sendo um insumo mais seguro por ndo se replicar em células de
vertebrados (ERASMUS et al., 2015).

1.3 COINFECCOES

Estudos recentes indicam que a simbiose bacteriana com mosquitos pode alterar a
competéncia de transmissdo de arboviroses pelos mosquitos (ROCHA et al., 2019). Além da
presenca de bactérias, também foi descoberta a presenca de virus especificos de insetos na
microbiota dos mosquitos (CALISHER et al, 2018). A cocirculagdo de ISVs e arbovirus
patogénicos para humanos é comumente observada devido a ampla disseminacéo de insetos em
todo 0 mundo e o compartilhamento do mesmo nicho ecoldgico, porém pouco se sabe sobre a
interacdo entre estes grupos de virus.

A dindmica de um virus dentro do hospedeiro pode ser afetada por diversos fatores, como
fatores ambientais, parentais e também da presenca em sua microbiota de outros
microrganismos capazes de infectar esse hospedeiro (Figura 8) (Bolling et al., 2012; PEPIN et
al., 2008). Nesse contexto, a interferéncia decorrente de uma coinfecgdo por dois virus em
células de insetos tem sido estudada visando entender se a infeccdo por um virus nao
transmissivel a humanos pode alterar a infeccdo pelo virus patogénico (BURIVONG et al.,
2004).

Fatores da microbiota
( Simbiose bacteriana

e viral)
Fatores Competéncia de
. . transmissdo de i
ambientais > > <« Fatores parentais
arboviroses pelos
externos mosquitos

Figura 8 — A competéncia de transmissao de arbovirus por mosquitos pode ser afetada por
fatores extrinsecos e intrinsecos. Fonte: Adaptado de Bolling et al. (2012).

A competicdo entre os virus em uma coinfeccdo pode ser influenciada pelo intervalo de
tempo em que as infe¢Bes ocorreram, podendo ser simultaneas ou em momentos diferentes, e
pode resultar em uma reducao ou aumento da replicacdo de um dos virus (PEPIN et al., 2008).
O processo no qual um hospedeiro infectado com um virus ndo suporta uma replicacéo
produtiva do mesmo virus ou similar é chamada de exclusdo por superinfec¢do e tem sido

reportada para uma variedade de virus (FARFAN-ALE et al., 2009). A competi¢do pode ocorrer
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inclusive entre sorotipos diferentes do mesmo virus. No caso, culturas de células de mosquitos
infectadas com um sorotipo de DENV podem ser menos suscetiveis a infec¢do por um segundo
sorotipo (PEPIN; et al., 2008).

Ja foi demonstrado que a coinfeccdo entre ISFs e arbovirus de relevancia médica pode
interferir na replicacdo de um dos virus (BOLLING et al., 2012). Isso pode indicar um desafio
para a interpretacdo de padrdes epidemioldgicos dos arbovirus, ja que os ISVs podem interferir
na capacidade vetorial de mosquitos para estes arbovirus. Além disso, se ocorrer a interferéncia
na coinfeccdo entres ISVs e outros arbovirus, as areas nas quais os ISVs sdo altamente
prevalentes podem apresentar um risco aumentado ou resisténcia a um possivel surto
dependendo dos virus envolvidos.

Dessa forma, o presente trabalho visou ampliar os conhecimentos sobre a interacdo do
ZIKV e DENV com ISFs in vitro. Este estudo tem relevancia dentro do contexto
epidemioldgico atual e pode resultar em um melhor entendimento sobre a replicagéo e a
dindmica de transmisséo do ZIKV e do DENV em mosquitos, considerando-se uma possivel
coinfeccdo com outro flavivirus com replicacdo exclusiva em insetos, como os virus Culex

flavivirus e Sabethes flavivirus.

35



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Analisar o efeito de flavivirus especificos de insetos na infeccdo pelos virus ZIKV e DENV in

vitro no contexto de coinfeccoes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Isolar e caracterizar ISFs a partir de mosquitos naturalmente infectados;

Produzir e caracterizar anticorpos monoclonais contra os ISFs;

Padronizar modelos in vitro de coinfeccéo por ISFs e pelos virus ZIKV ou DENV;
Avaliar os efeitos in vitro da coinfec¢do por ISF na infecgéo por ZIKV ou DENV em
células de mosquito, analisando a susceptibilidade das células a estas infeccbes e o
efeito sobre a geracdo de novas particulas virais, em comparagdo com as mesmas

infeccdes separadamente.
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3.1

METODOLOGIA

SOLUCOES, TAMPOES E MEIOS DE CULTURA
- Tampao fosfato (PBS 1x): Cloreto de sodio 0,137 M; cloreto de potéssio 2,7M; fosfato
dissodico 10M; fosfato monopotéassico 1,8M; pH 7,2-7,6.
- Meio L-15 completo: Meio Leibovitz-15 suplementado com 25 pg/mL de gentamicina,
0,26% de triptose e 5% de soro bovino fetal (SBF) inativado.
- Meio L-15 incompleto: Meio Leibovitz-15 suplementado com 25 pg/mL de gentamicina
e 0,26% de triptose.
- Meio DMEM F12: Meio Dulbecco modificado por Eagle/Nutriente HAM F12
suplementado com 14,0 mM de bicarbonato de sédio, 10% e SBF inativado, 100 Ul/mL
de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina.
- Meio RPMI-1640 completo: Meio RPMI-1640 suplementado com 10% de SBF
inativado, 23,8 mM de bicarbonato de sdédio, 0,2 mM de L-glutamina, 1,0 mM de piruvato
de sodio, 9,6 mM de HEPES, 100 UI/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptominicina e
0,25 ug/mL de anfotericina B.
- Meio HAT: meio RPMI-1640 suplementado com 20% de SBF inativado, 23,8 mM de
bicarbonato de sodio, 0,2 mM de L-glutamina, 1,0 mM de piruvato de sodio, 9,6 mM de
HEPES, 100 Ul/ml de penicilina, 100 ug/mL de estreptominicina e 0,25 ug/mL de
anfotericina B, 0,1 mM de hipoxantina, 0,0004 mM de aminopterina e 0,016 mM de
timidina.
- Meio Schneider’s: Meio segundo Schneider suplementado com 7% de SBF inativado,
100 UI/ml de penicilina, 100 pg/mL de estreptominicina e 0,25 pg/mL de anfotericina.
- Meio semi-sélido (overlay): 50% de meio L-15 suplementado com 10% de SBF, 0,52%
de triptose e 50 pg/mL de gentamicina e 50% de carboximetilcelulose (CMC) 3,2% (v/v).
- Tampdao STE: 10 mM de Tris HCI pH 7,5, 100 mM de NaCl, 1 mM de EDTA pH 8,0.
- Solugao de lise de hemacias: 166,4 mM de cloreto de aménio, 9,5 mM de bicarbonato de
potassio, 1,16 mM de EDTA em agua bidestilada; pH 7,4.
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3.2 LINHAGENS CELULARES
- Células P3X63Ag8.653: linhagem de mieloma murino; utilizadas para a geracdo de
hibridomas. As células P3X63Ag8.653 e os hibridomas foram cultivadas em meio RPMI-
1640 completo e mantidas a 37°C em atmosfera Umida com 5% de CO..
- Células C6/36: derivadas de larvas de mosquito Aedes albopictus e mantidas a 28°C em
meio L-15 completo.
- Células AP61: Células derivadas de larvas de mosquito Aedes pseudoscutellaris;
mantidas a 28°C em meio L-15 completo, porém com 10% de SBF.
- Células Aag-2: Células isoladas de Aedes aegypti mantidas a 28°C em meio Schneider’s
completo.
- Células Vero E6: Clone das células Vero 76, derivadas de rim de macaco verde africano
(Cercopithecus aethiops). Foram cultivadas em meio DMEM F12 e mantidas a 37°C em
atmosfera com 5% de COs..
- Células Huh7.5: Clone da linhagem Huh7, celulas derivadas de hepatocarcinoma
humano. Foram cultivadas nas mesmas condicdes da célula Vero EB6.
-Células BHK-21: Células derivadas de fibroblastos de rim de hamster recém-nascidos e
mantidas nas condigdes descritas para as células Vero E6.
- Células UMNSAH/DF-1: Células derivadas de fibroblasto embrionario de galinha,

mantidas nas mesmas condicdes descritas para Vero E6.

3.3 VIRUS UTILIZADOS

- Virus dengue: Foram utilizados o DENV-1 13400, isolado viral obtido a partir do soro
de um paciente do estado do Parand em 2013; DENV-2 (BR/01-01), DENV-3 (290-02) e
DENV-4 (TVP 360). O sobrenadante de estoque da passagem 4 foi coletado 6 dias pds-infec¢éo
(d.p.i).

- YFV: Foi utilizado a cepa vacinal 17DD (Biomanguinhos, Fiocruz). O sobrenadante foi

obtido apoés trés passagens em células Vero.

- ZIKV ZV BR 2015/15261 (GenBank MF073358): Isolado de ZIKV obtido a partir do
soro de um paciente do Rio Grande do Norte em 2015 (STROTTMANN et al., 2019). O

sobrenadante da passagem 4 foi coletado 6 d.p.i.

- SbFV MS42 (GenBank MH899446): O virus SbFV foi isolado a partir de um pool de
mosquitos Sabethes belisarioi (GRAVINA et al., 2019). O virus causa efeito citopatico (ECP)

nas células C6/36, portanto seu sobrenadante foi coletado 4 d.p.i.
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- CxFV MS367: O virus CxFV foi isolado e caracterizado no decorrer deste trabalho. O
virus foi utilizado na passagem 4 e, devido a geracdo de ECP nas células C6/36, o sobrenadante
foi coletado 3 d.p.i.

3.4 TECNICAS GERAIS

3.4.1 Estoque viral

A fim de obter os estoques virais, células C6/36 foram plaqueadas em garrafas para cultivo
de células na densidade de 1 x 107 células/300cm? em meio de cultivo L-15 completo no dia
anterior a infeccdo. No dia seguinte, 0 meio de cultivo foi retirado e adicionado o in6culo com
virus na multiplicidade de infec¢do (MOI) de 0,01 preparado em 5 ml de meio L-15 incompleto.
As células foram mantidas durante 1 hora a 28°C e entdo o inoculo foi retirado e foram
adicionados 100 ml de meio L-15 completo. O sobrenadante das células foi coletado em tempos

diferentes para cada virus, aliquotado e armazenado a -80 °C para posterior titulacao.

3.4.2 Imunofluorescéncia indireta

Para a técnica de imunofluorescéncia indireta (IFI), as células infectadas foram fixadas
por adicdo de 50 pL/pogo de metanol:acetona (1:1) e incubacdo a -20°C por no minimo 30
minutos. Apos a fixagdo, a solucdo de metanol:acetona foi devidamente descartada e 0s pocos
Secos.

As células foram incubadas com o anticorpo primario de interesse (50 puL/poco) durante
1 h a 37°C, seguido de lavagem com PBS 1x e incubacdo com anticorpo segundario anti-1gG
de camundongo conjugado com AlexaFluor 488 na diluicdo de 1:400 em PBS 1x. Em seguida,
0s pogos foram lavados 3 vezes com PBS 1x e incubados com 4’-6-diamidino-2-fenolindol
(DAPI) a 0,3 uM em PBS durante 10 min para visualizacdo do nucleo celular. Apds essa
incubacdo, os pocos foram lavados 3 vezes com PBS 1x e preparados para leitura em
microscopio de fluorescéncia com adicdo de 50 pL/poco de PBS 1x. As imagens foram
adquiridas no Operetta CLS high-content imaging system (PerkinElmer) com uma objetiva de
20x e a quantificacdo foi realizada usando o software Harmony High-Content Imaging and

Analysis (PerkinElmer).
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3.4.3 Titulagéo viral

O sobrenadante das células infectadas foi diluido em meio L-15 incompleto nas dilui¢des
de 10 a 101%. O indculo (400 pL/poco) foi adicionado em células C6/36 (1x10° células/pocgo),
em placa de 24 pocos, por 1h a 28°C para adsorcdo do virus. Como controle negativo, foi
utilizado o meio L-15 incompleto. Apds o periodo de incubacédo, o indculo foi retirado e foi
adicionado overlay. A placa foi incubada por até 7 dias a 28°C e entdo a revelagdo foi realizada
por deteccdo de unidades formadoras focos ou por coloracdo de placas de lise, para 0s virus que
apresentam ECP (KENT et al., 2010).

Para detectar os focos virais, apds a retirada do overlay, os pogos foram lavados 3 vezes
com PBS 1x. Posteriormente, as células foram fixadas com paraformaldeido a 3% (500 puL/pogo
por 20 minutos a temperatura ambiente) e permeabilizadas por adi¢cdo de 200 pL/poco de
Triton™ X-100 a 0,5% em PBS 1x por 4 min a temperatura ambiente. Ap0s esse tempo, 0s
pocos foram lavados 3 vezes com PBS 1x e 200 pL/poco do anticorpo primario contra o virus
analisado foram adicionados e incubados durante 1 h a 37°C. Depois da incubacgéo, 0s pocos
foram lavados 3 vezes com PBS 1x com posterior adicdo de 200 uL/poco do anticorpo
secundario (anti-lIgG de camundongo conjugado com fosfatase alcalina), com incubacéo por 1
h a 37°C. A revelacao foi realizada por meio da adi¢do de solucdo contendo 5-bromo-4-cloro-
3-indolil-fosfato (BCIP) e cloreto nitro-azul de tretazolio (NBT) a temperatura ambiente e no
escuro durante 30 min. A reacdo foi interrompida quando houve o aparecimento dos focos por
meio da lavagem dos pocos com agua desmineralizada. O titulo viral foi expresso em unidades
formadoras de focos por mL (FFU/mL), utilizando-se a formula 1 para o calculo.

Para realizar a contagem por unidades formadoras de placas, apés a fixacdo das células
com paraformaldeido, os pogos foram lavados 3 vezes com PBS 1x e incubados com 200
pL/poco do corante cristal violeta durante 30 min a temperatura ambiente. Apos a incubacéo,
o corante foi devidamente descartado e os pocos foram lavados com &agua corrente
cuidadosamente para ndo descolar a monocamada celular. Apds a completa secagem dos pocos,
as placas de lise foram contadas e o resultado aplicado a formula 1. O titulo foi expresso em
unidades formadoras de placas por ml (PFU/ml).

Férmula 1 — Célculo para obtencdo do titulo viral.

Meédia do numero de focos ou placas x Dilui¢do
Volume do inoculo
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3.4.4 Extracdo de RNA viral

A extracdo do RNA viral foi realizada a partir do sobrenadante das células infectadas
utilizando o kit QlAamp Viral RNA mini (QIAGEN) procedimento Mini sipin. Primeiramente,
140 pL do sobrenadante foram diluidos em 560 uL do tampao “AVL” —tampao de lise contendo
“RNA carrier” — seguido por homogeneizacao e incubacdo a temperatura ambiente durante 10
min. Entdo foram adicionados 560 pL de etanol absoluto e, ap6s homogeneizagdo, 630 uL desta
solugdo foram transferidos para uma coluna com membrana de silica fornecida pelo fabricante,
sobre um tubo coletor de 2 mL. Realizou-se a centrifugacdo da solugéo por 1 min a 8.000 rpm
e posteriormente o tubo coletor foi descartado e substituido por um novo; essa etapa foi repetida
até que todo o volume da amostra foi centrifugado. Apos esse processo, foram adicionados 500
ulL do Buffer AW1 a coluna, seguido de centrifugacdo por 1 min a 8.000 rpm. Novamente 0
tubo coletor foi descartado e substituido por um novo. Em seguida, 500 uLL do Buffer AW2
foram adicionados a coluna e seguiu-se com centrifugacdo por 14.000 rpm durante 3 min.
Seguindo as recomendac6es do fabricante para melhores resultados, uma nova centrifugacgéo a
14.000 rpm por 1 min foi realizada e entdo, para a etapa de eluicdo, o tubo coletor foi substituido
por um microtubo de 1,5 mL, foram adicionados 60 uL do tampao AVE a coluna, e foi realizada

a centrifugacdo a 8.000 rpm por 1 min. O RNA eluido foi armazenado a -80°C.

3.4.5 Sintese de cDNA

A partir do RNA viral, foi realizada a transcricao reversa para sintese do cDNA utilizando
random primer. Foram adicionados a um microtubo de 1,5 mL livre de RNAses 5,6 uL. de RNA
e 2,5 uL de random primer (100 pmol/uL) seguido de aquecimento por 5 min a 70°C.
Posteriormente, adicionou-se 11,9 pulL da mistura de tampao e enzimas preparada previamente
(4,0 pL de tampdo de reagdo 5X (Promega) 2,4 pL de MgCl2 (25 mM, Promega), 4 uL de
dNTPs (2,5 mM), 0,5 uL de RNAse out, 1 pL de transcriptase reversa (Improm II, Promega) e

seguiu-se para uma nova incubacdo durante 5 min a 25°C e 42°C durante 1 h.
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3.5 OBTENCAO DE ViRUS ESPECIFICO DE INSETO

3.5.1 Isolamento viral

Os isolamentos de ISFs foram realizados a partir dos homogeneizados de mosquitos
identificados com ES09, ES42 e MS367, que foram coletados na natureza recebidos e
previamente testados no Laboratorio de Referéncia em Viroses Emergentes do ICC/Fiocruz-
PR. A infeccdo por flavivirus foi confirmada pela técnica de RT-PCR utilizando
oligonucleotideos genéricos (SANCHEZ-SECO et al., 2005).

A inoculacédo foi feita nas células C6/36, AP61 e/ou Aag-2, semeadas 24h antes do
experimento na concentragdo 1,0x10° células, em garrafas de cultivo de 25 cm? com o
respectivo meio de cultivo. No dia da infeccdo, o meio de cultivo foi removido e o
homogeneizado de mosquitos foi diluido (1:10, em volume final de 500 uL.) em meio de cultivo
sem SBF, filtrado em 0,22 um e adicionado sobre o tapete celular. Como controle negativo,
filtrou-se apenas 0 meio L-15 para as células C6/36 ¢ AP61 ¢ o Schneider’s para a célula Aag-
2. Apos essa etapa, as garrafas foram incubadas durante 1h em estufa de Biological Oxygen
Demand (B.O.D.), a 28°C e homogeneizadas a cada 20 min.

Ap0s a incubacdo, foram adicionados 4,5 ml do respectivo meio de cultivo para cada
célula. As garrafas foram mantidas a 28°C por 14 dias ou até que fosse observado ECP,
sinalizando o isolamento viral. Foram realizadas até trés passagens a partir de 500 puL do
sobrenadante das células da passagem anterior para cada tentativa de isolamento (HOSHINO
et al., 2007). A confirmacédo do isolamento foi feita por RT-PCR para detec¢do de genoma de
flavivirus (SANCHEZ-SECO et al., 2005) utilizando-se RNA extraido a partir do sobrenadante

de cultivo celular.

3.5.2 Confirmacéo do isolamento viral por RT-PCR

As reacOes de nested RT-PCR para teste dos isolamentos foram realizadas com o0 0s
oligonucleotideos genéricos para Flavivirus descritos por Sanchez-Seco et al. (2005) (Tabela
2). Para tanto, preparou-se um mix contendo 5,0 puL de tampao de reagdo 10X (Invitrogen©),
1,5 uL de MgCl2 a 50 mM (Invitrogen©), 5 puL. de dNTPs a 2,5 mM (Invitrogen©), 4 pL de
cada oligonucleotideo (Flavi 1+ e Flavi 1- para a primeira reacdo de amplificacdo — PCR1 — ou
Flavi 2+ e Flavi 2- para a segunda reacédo — PCR2) a 10 pmol/uL, g.s.p. 50 uL de agua livre de
nucleases (Invitrogen©), 1 uLL de Taq DNA polimerase a 5 U/uL e 5 uLL do cDNA previamente
preparado (para a PCR1) ou do produto da PCR1 (para a PCR2). Os ciclos de amplificacéo
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estdo representados na Figura 9. As reacGes foram realizadas no termociclador GeneAmp®
PCRsystem 9700 (ThermoFisher Scientific©). Como controles, foram utilizados RNA extraido
do MOCK da infeccéo (controle negativo), &gua livre de nucleases (branco) e RNA de DENV-
1 13400 (controle positivo). Para visualizagdo, 5 pL dos produtos da PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1,2% corado com brometo de etidio.

Tabela 2 — Oligonucleotideos utilizados na reacdo de RT-PCR genérica para detec¢do de
flavivirus. Os simbolos (+) e (-) correspondem aos iniciadores forward e reverse,
respectivamente. As posic¢des indicadas correspondem ao genoma de YFV cepa 17DD (numero
de acesso no GenBank: U17066). Fonte: Adaptado de SANCHEZ-SECO et al. (2005).

Iniciador Sequéncia
Flavil+ 5 7s:1GAYYTIGGITGYGGIIGIGGIRGITGG7s97 3°
Flavil- 5’ 9255 TCCCAICCIGCIRTRTCRTCIGCg233 3’
Flavi2+ 5’ 80s7YGYRTIYAYAWCAYSATGGGgo006 3’
Flavi2- 5” 9130CCARTGITCYKYRTTIAIRAAICC o107 3°
A x|4(]
940C 1° 94°C 30"
72°C90™
47°C 607
16°C oo
B
x 40
,‘!"
940C 2° 94°C 30°
72°C30” 72°C5’ N\
47°C60™

16°C

Figura 9 — Ciclos de amplificacdo da RT-PCR genérica para flavivirus. (A) Ciclo da primeira
reacdo de PCR, utilizando os oligonucleotideos Flavil+ e Flavil- (B) Ciclo da nested-PCR,
utilizando os iniciadores Flavi2+ e Flavi2-.
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3.5.3 Caracterizagéo viral
A caracterizacgdo viral foi realizada com base no protocolo estabelecido por Wang e
colaboradores (2017).

3.5.3.1 Sequenciamento do genoma viral
Para confirmar a identidade do virus isolado, o produto da PCR1 descrita no item 3.6.1
foi purificado utilizando o QlAquick® Gel Extraction (Qiagen) seguindo as recomendagdes do
fabricante. O produto de PCR purificado juntamente com os oligonucleotideos Flavil+ e
Flavil- descritos na Tabela 2 foram enviados para sequenciamento no IOC/FIOCRUZ.
Adicionalmente, foi realizada uma reacdo de RT-PCR utilizando oligonucleotideos
especificos para CxFV (Newman et al., 2011). Para tanto, preparou-se um mix contendo 5 puL
do cDNA previamente preparado, 5,0 uL de tampao de reagdo 10X (Invitrogen©), 1,5 uL de
MgCl> a 50 mM (Invitrogen©), 1 pL de dNTPs a 10 mM (Invitrogen©), 4 uL de cada
oligonucleotideo (CxFV_8880 _F e CxFV_9538 R) a 10 mM, 0,3 uL de Taq DNA polimerase
a5 U/uL, e g.s.p. 50 uL de agua livre de nucleases (Invitrogen®©). A amplificacéo foi realizada
de acordo com o seguinte: 94°C durante 4 minutos para desnaturacdo seguida de 35 ciclos (94
°C durante 30 segundos, 55°C durante 30 segundos, e 72 °C por 1 minuto) e de incubacdo a 72
°C durante 5 minutos para extenséo final. Para visualizacdo, 5 pL dos produtos da PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,2% corado com brometo de etidio. O produto
dessa PCR foi purificado e enviado para sequenciamento, da mesma forma que descrito acima.

A identidade dos virus foi confirmada utilizando a ferramenta BLAST.

3.5.3.2 Analise da infeccdo em diferentes linhagens celulares

Para comprovacao de que o virus € um ISF, foi avaliada a capacidade de infeccdo de
linhagens celulares derivadas de diferentes espécies de mosquitos e de vertebrados. Para tanto,
o virus foi utilizado para infeccdo de células C6/36, AP61 e Aag-2, além das células BHK-21,
UMNSAH/DF-1, Huh7.5 e Vero E6.

Para tanto, as células foram semeadas em placas de 24 pocos 18-24h antes da infec¢do
nas seguintes concentragfes: C6/36 (1 x 10° células/poco), AP61 (2 x 10° células/poco), Aag-
2 (2 x 10° células/pogo), BHK-21 (1 x 10° células/poco), UMNSAH/DF-1(0,5 x 10°
células/pogo ), Huh7.5 (1 x 10° células/poco) e Vero E6 (1 x 10° células/poco). As células foram
infectadas com CxFV a um MOI de 0,1, com inéculo de 400 pL/pogo preparado em meio L-15
incompleto. Como controle positivo da infeccédo, foi utilizado o virus DENV-1 a um MOI de
0,5; como controle negativo (MOCK), foi utilizado meio de cultivo celular. As placas foram
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incubadas com o indculo durante 1 hora a 28 °C, e entdo foram lavadas trés vezes com PBS 1x
com posterior adi¢cdo de meio L-15 completo. O experimento avaliou a infeccdo nos tempos 0
horas pos-infeccdo (h.p.i.) e 72 h.p.i. por meio de IFI com leitura no Operetta CLS.

3.6 OBTENCAO DOS HIBRIDOMAS SECRETORES DE ANTICORPOS
MONOCLONAIS ANTI-ISFS

3.6.1 Imunizagdo dos camundongos

Para a producdo dos anticorpos monoclonais (AcMs), foram utilizados os virus SbFV e
CxFV purificados por colchdo de sacarose. Para tanto, 1 litro do sobrenadante de cultura de
células C6/36 infectadas com o SbFV ou com o CxFV foi precipitado por meio da adicdo de
7% de polietilenoglicol 8000 (PEG, PM =8000) e 2,3% de NaCl com agitacdo overnight a 4°C.
No dia seguinte, essa suspenséo viral foi centrifugada durante 30 minutos a 10.000 rpm a 4°C,
0 precipitado resultante foi ressuspendido em 3,0 ml do tampdo STE e purificado por
centrifugacdo em colchéo de sacarose 30/60% durante 2 horas a 39.000 rpm e 10°C. O material
purificado foi armazenado no freezer -70°C e posteriormente titulado como descrito no item
3.4.2.

Camundongos Mus musculus da linhagem isogénica Balb/c com 30 a 45 dias de idade
foram imunizados com os virus purificados. Para tanto, os camundongos receberam quatro
doses com 1,0 x 10° PFU/mI de SbFV ou 8,75 x 10* PFU/mI de CxFV por via intraperitoneal
utilizando Alu-Gel-S (Serva) como adjuvante, seguindo de uma dose reforco por via
endovenosa, sem adjuvante, com intervalo de 14 dias entre cada dose. A ultima dose foi
administrada trés dias antes da fusdo para que houvesse uma elevacdo na producdo de
anticorpos.

Ap0s a terceira dose, foi coletada uma aliquota de sangue dos camundongos. O soro foi
utilizado para verificar se houve producdo de anticorpos policlonais, por meio de
imunofluorescéncia indireta, utilizando células infectadas com o SbFV ou CxFV e células ndo
infectadas (MOCK). No dia da fusdo, foi coletado sangue por puncao cardiaca com o intuito de
obter maior volume para uso do soro policlonal como controle positivo nos ensaios necessarios.
Devido & utilizagdo de animais nesses experimentos, este projeto foi submetido ao Comité de
Etica em Experimentacdo Animal da Fiocruz, sendo aprovado sob os protocolos LW-2/17 e
LW-27/19.
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3.6.2 Fuséo

Trés dias ap6s a ultima dose, os animais foram anestesiados, sacrificados e
transportados para o laboratério imersos em alcool 70%. O baco de cada animal foi retirado
dentro de cabine de seguranca bioldgica por meio de incisdo cirirgica e macerados com 0
auxilio de 1aminas estéreis de ponta fosca. A suspensdo foi filtrada utilizando ponteiras estéreis
de 1000 uL com filtro de nylon. Ap6s a filtragem, o material foi transferido para tubo conico
contendo 30 ml de meio RPMI-1640 sem SBF e centrifugado a 1500 rpm durante 10 min. O
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em solucédo de lise das heméacias
gelada, com incubacdo por 5 min, seguida da adi¢do de 45 ml meio RPMI-1640 sem SBF, e
novamente centrifugado a 1500 rpm durante 10 min. Esse procedimento foi repetido duas vezes
e entdo as celulas foram contadas em camera de Neubauer.

Em paralelo, as células de mieloma P3X63Ag8.653 foram transferidas para um tubo
conico, centrifugadas e ressuspendidas com meio RPMI-1640. Esse procedimento foi realizado
trés vezes, sendo que na ultima, as células foram recuperadas em 10 ml de RPMI-1640
incompleto e contadas em camera de Neubauer.

Para a fusdo, as células de mieloma e esplendcitos foram misturados na proporcao 1:5
a 1:20. Foi adicionada solugé@o de polietilenoglicol 4000 (PEG — Sigma-Aldrich) a 50% em
meio RPMI-1640 para que houvesse a fusdo entre as células, com posterior neutralizagcdo com
meio RPMI-1640 e centrifugacdo. As células foram ressuspendidas em meio RPMI-1640
completo (com 20% SBF) em volume suficiente para obter a concentragdo 2,5 x 10° células/ml.
As células foram distribuidas em placas de cultura de 96 pogos (100 pl/poco) e mantidas em
estufa a 37°C, 5% de CO, (YOKOYAMA et al., 2013).

3.6.3 Triagem dos hibridomas
A selecdo das células hibridas foi realizada por meio do cultivo em meio HAT
(YOKOYAMA et al., 2013). No dia posterior a fusdo, foram adicionados 100 pl de meio HAT
por poco e, a cada 48 h, foram retirados 100 pul do meio de cultivo e adicionados 100 ul de meio
novo. No 15° dia 0 meio HAT foi substituido por meio HT (meio HAT sem aminopterina) para
que as células se adaptassem a retirada da aminopterina. A partir do 20° dia, foi utilizado meio
RPMI-1640 com 20% de SBF e antibioticos.
O crescimento das células foi acompanhado visualmente utilizando microscépio optico.
Nos primeiros dias ap0s a fusdo, foi possivel notar a presenca dos dois tipos de células utilizadas
na fusdo — esplendcitos e mielomas. No entanto, devido & presenga do meio HAT, que torna
inviavel a sobrevivéncia das células de mieloma, e da incapacidade de esplendcitos
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sobreviverem in vitro por longos periodos de tempo, somente as células hibridas sobreviveram.
Quando o crescimento das células hibridas foi notado pela presencga de varias células juntas
sem sinais de morte celular e apresentando ~75% de confluéncia, foram iniciados os testes de
triagem por IFI. Para tanto, foi realizada a infec¢éo de células C6/36 com SbFV ou CxFV em
placas de 96 pocos e, apds 72 h, seguiu-se com a IFI, conforme descrito no item 3.4.1. 100 ul
dos sobrenadantes de cultura dos hibridomas apresentando crescimento foram utilizados como
anticorpo priméario. Nenhum controle positivo foi utilizado, ja que se tratava de um virus
recentemente isolado e, portanto, ainda ndo possuia anticorpos comerciais especificos, nem foi
reconhecido pelo anticorpo anti-flavivirus 4G2; como controle negativo, foi utilizado um
anticorpo ndo relacionado (anti-hantavirus). Os hibridomas positivos nesta primeira triagem

foram transferidos para uma placa de 24 pocos contendo 1 ml de meio de cultivo.

3.6.4 Clonagem e congelamento dos hibridomas

Os hibridomas com reacéo positiva na triagem descrita anteriormente foram submetidos a
diluicdo limitante em placas de 96 pocgos para obtencdo de anticorpos monoclonais. Para isto,
adicionou-se 100 uL/pogo de meio RPMI-1640 suplementado com 20% de SBF em placas de
96 pocos. As células foram contadas em camera de Neubauer e diluidas para uma concentracao
de 100 células/100uL. Foram entdo adicionados 200 puL/pogo das células na primeira coluna da
placa previamente preparada com 100 uL/pogo de meio de cultivo. Apds essa etapa foi realizada
uma diluicao seriada, passando 100 pL da suspensao celular do pogo com células para o pogo
seguinte. Os pocos contendo apenas uma célula por poco foram identificados. As placas foram
mantidas em condi¢des de cultivo até que foi observado o crescimento celular a partir de um
anico clone. Esses pocos contendo crescimento monoclonal foram expandidos e novamente
submetidos a diluicdo limitante para garantir a secrecdo de anticorpos monoclonais. Apds a
segunda diluicdo limitante, os hibridomas foram expandidos e congelados em nitrogénio
liquido (meio de congelamento: 90% SBF + 10% DMSO). Apo6s 7 dias do congelamento, cada
hibridoma foi descongelado e teve sua estabilidade testada através de IFI nas mesmas condicdes

usadas para triagem dos hibridomas.
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3.6.5 Caracterizacdo dos Anticorpos Monoclonais

Os anticorpos tiveram seus isotipos e subtipos definidos utilizando o kit comercial SBA
Clonotyping™ System/HRP (Southern Biotech), seguindo as instrugdes do fabricante.

A especificidade dos anticorpos monoclonais foi avaliada por IFI utilizando células
C6/36 infectadas com os virus SbFV MS42, CxFV MS367, DENV-1 13400, DENV-2 BR/01-
01, DENV-3 290-02 ou DENV-4 TVP 360, e células HuH7.5 infectadas com YFV 17DD a um
MOI de 0,75 por 72 h, além de células ndo infectadas (MOCK). A IFI foi realizada conforme
descrito no item 8.4.2.

3.6.6 Concentracdo dos anticorpos monoclonais

A partir do sobrenadante de cultivo dos hibridomas, os anticorpos foram concentrados
por meio da precipitacdo com sulfato de amonio a 50%, seguindo o protocolo descrito por Perrin
et al. (1996), e dialisados contra PBS 1x overnight a 4°C. Os AcM foram testados por IFI em
células infectadas com o respectivo virus para avaliar qual a melhor diluicdo a ser usada em
futuros experimentos. As dilui¢des testadas foram 1/50, 1/100, 1/200 e 1/400.

3.7 PADRONIZACAO DOS ENSAIOS DE COINFECCAO

3.7.1 Avaliacdo da cinética de crescimento dos virus

Para padronizar o MOI e tempo de infeccdo que seriam utilizados nos experimentos de
coinfeccdo, foi realizada uma cinética com cada um dos virus utilizados: ZIKV, DENV-1,
SbFV e CxFV.

A cinética foi realizada utilizando células C6/36 (1,25 x 10* células/pogo), plaqueadas
24 h antes da infeccdo em placas de 24 pocos. No dia da infec¢do, foi preparado o indculo com
0s virus nos MOls de 0,01, 0,1 e 1 em meio L-15 incompleto. O meio das células foi retirado e
400 pL do indculo foi cuidadosamente adicionado, evitando danificar a monocamada de
células. As placas foram incubadas a 28 °C durante 1h. Ap6s a incubacéo, o indculo foi retirado
dos pogos e foi realizada uma lavagem com 500 pL de PBS 1x para garantir a total remocao do
in6culo. Entdo, 1 mL de meio L-15 completo foi adicionado as células. As infec¢bes foram
avaliadas a cada 24 h, nos dias 0 a 6 pos infec¢do, por meio de IFI com leitura no Operetta CLS
para avaliar a cinética de crescimento de cada virus. Foram selecionadas as condicfes de

infeccdo necessérias para ter aproximadamente 50% das células infectadas.
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3.7.2 Geracdo de células persistentemente infectadas com SbFV

Para mimetizar o que ocorre na natureza, células C6/36 infectadas com SbFV foram
submetidas a sucessivas passagens visando a obtencdo de uma infeccdo persistente antes de
serem infectadas com ZIKV ou DENV. O protocolo para o estabelecimento de infecgéo
persistente foi definido com base nos artigos de Puff et al. (2009), Kuwata et al. (2015),
Luwanika et al. (2015) e OH et al. (2016). Resumidamente, as células foram infectadas com
SbFV a um MOI de 0,1 (passagem 0) com posterior realizacdo de 30 passagens para
estabelecimento da linhagem persistentemente infectada. Para cada passagem, as células foram
recuperadas por raspagem e 1/10 da suspensao celular foi transferido para uma nova garrafa de
cultivo celular contendo meio L-15 completo. A infeccdo foi monitorada por RT-PCR,
conforme descrito no item 3.5.2, utilizando 0 RNA extraido do sobrenadante das células em
cultivo (ver item 3.5). A infeccdo persistente foi confirmada ainda por IFI (presenca de

proteinas virais no meio intracelular) e titulacdo viral (secrecao de particulas virais infecciosas).

3.8 COINFECCOES ENTRE O VIRUS SbFV COM 0S VIRUS ZIKV OU DENV-1

Conforme os resultados obtidos na padronizagdo, os ensaios de coinfeccdo foram
realizados em placas de 24 pogos com células C6/36 (1,25 x 10* células/pogos). Para realizar as
coinfeccdes, foram utilizados diferentes intervalos de tempo entre a infec¢do das células com
os diferentes virus (Figura 10). Para tanto, as células foram infectadas com o SbFV (MOI 0,1)
no dia 0, seguido de DENV-1 (MOI 0,1) ou ZIKV (MOI 0,1) nos dias 0 ou 3, com coleta e
analise do sobrenadante nos dias 0, 3 e 6. Em paralelo, as infec¢Ges por DENV-1 e ZIKV foram

realizadas nas células C6/36 com infeccao persistente pelo SbFV.

As andlises foram realizadas por IFI para avaliar o percentual de células infectadas e

titulacdo viral para quantificacdo de particulas infecciosas.
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Figura 10 - Esquema utilizado para realizar as coinfec¢des entre os virus SbFV e ZIKV ou
DENV-1. Em (A) esta representado o esquema para o virus ZIKV. Em vermelho esta
representado o experimento utilizando a linhagem celular de C6/36, que foi coinfectada no dia
0 do experimento com SbFV e ZIKV (primeiro esquema) ou infectada no dia 0 com SbFV e,
posteriormente, no dia 3, com ZIKV (segundo esquema). Em verde estd representado o
experimento com a linhagem celular de C6/36 persistentemente infectada com SbFV (obtida
nesse trabalho), que foi infectada com ZIKV no dia 0 (primeiro esquema) ou no dia 3 (segundo
esquema). Na figura B esta representado o esquema para o virus DENV-1, que seguiu 0s
mesmos parametros definidos em (A). A analise esta indicada nos dias que houve coleta de

sobrenadante para titulag&o viral e fixacdo das células para analise por IFI.
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3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram realizados em triplicatas, com cada réplica realizada em
duplicata. Para analise estatistica, as diferencas entre as médias dos grupos experimentais foram
comparadas utilizando a analise de variancia (Two-Way ANOVA), seguida pelo pds-teste de
comparacdo de Turkey, utilizando o programa GraphPad Prism versdo 6.00 para Windows
(GraphPad Software, La Jolla California USA). Diferengas com p < 0,05 foram consideradas
estatisticamente significativas.
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4 RESULTADOS

4.1 ISOLAMENTO VIRAL

Os isolamentos dos virus foram realizados a partir de pools de amostras de mosquitos
do género Culex spp. coletados nos estados do Espirito Santo e do Parana. Primeiramente
foram utilizadas as amostras ES42 e ES09 para realizar os isolamentos. Para ambas as
amostras, ndo foi possivel detectar o virus na primeira passagem em células C6/36 por meio
da visualizacdo de ECP ou de RT-PCR. Na literatura é sugerido que para isolamentos de ISFs
sejam feitas quatro passagens “as cegas” para garantir que haja RNA suficiente para ser
extraido e detectado através de RT-PCR (HOSHINO et al., 2007; ROIZ et al., 2012;
HADDOW et al., 2013). Portanto, seguimos 0 mesmo protocolo até a passagem 4. Contudo,
ndo houve deteccéo viral.

Devido as dificuldades encontradas no isolamento do virus a partir das amostras ES42
e ES09 em células C6/36, outras linhagens de células de mosquitos, AP61 e Aag2, foram
incluidas na tentativa de isolamento a partir da amostra MS367 que € uma amostra composta
por mosquitos do género Culex spp. coletados no estado do Parana. Esta estratégia permitiu
isolar o CxFV em células AP61 a partir do pool MS367. Neste isolamento, foi visualizado ECP
72 h apos a realizacdo da passagem 1. Um resumo dos dados das tentativas de isolamento de

ISFs esta resumido na Tabela 4.

Tabela 4 — Resumo dos isolamentos virais realizados.

Identificacédo do
homogeneizado

Linhagem celular  Resultado da RT-

Local de coleta =i 20a parao  PCR para teste do

dos mosquitos

de mosquito isolamento isolamento
ES42 ES C6/36 Negativo
ES09 ES C6/36 Negativo
MS367 PR C6/36, AP61 e Aag2  Positivo em AP61

Para confirmacdo da infeccdo pelo novo isolado viral, foi realizada RT-PCR genérica
para flavivirus (Figura 11 A). Além disso, foi realizada RT-PCR utilizando oligonucleotideos
especificos para CxFV — 8880F e 9538R (NEWMAN et al., 2011), confirmando a identidade
do virus (Figura 11 B).
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Figura 11 — Resultados das RT-PCR para confirmacdo do isolamento de CxFV em células
AP61. (A) Resultado da amplificagdo por RT-PCR genérica para flavivirus utilizando os
oligonucleotideos Flavi 1+ e Flavi 1-. (B) Resultado da amplificacdo por RT-PCR realizada
com os oligonucleotideos especificos para CxFV 8880F e 9538R. Como controle positivo, foi
utilizado RNA de DENV-1 13400 (A) e, como branco da reacdo, agua livre de nucleases (A) e
(B). Adicionalmente, foi utilizado como controle negativo o RNA extraido das células ndo
infectadas (MOCK). 1 kb: marcador de tamanho molecular 1 kb plus DNA ladder (Invitrogen).
Gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio (1 ug/mL em TBE).

A identidade do virus isolado também foi confirmada por sequenciamento do fragmento
de DNA obtido a partir da primeira etapa de amplificacdo (PCR1) genérica para flavivirus. O
alinhamento do fragmento génico de 1018 pares de base (pb) obtido com o sequenciamento
apresentou maior identidade com a sequéncia CxFV_BR/MT_ChbaAr1256p2/2013 isolada de
Culex quinquefasciatus obtido no Mato Grosso (95%) (GenBank: KY349933).

O CxFV isolado apresentou ECP em C6/36, o que tornou possivel a titulacdo a partir da
contagem das placas de lise formadas 7 d.p.i. Conforme protocolo estabelecido pelo
Laboratorio de Virologia Molecular, devem ser realizadas trés passagens para geracdo de
estoques virais, sendo a passagem 4 usada para realizar os experimentos. Portanto, foram
realizadas quatro passagens do virus, sendo obtidos os seguintes titulos: Passagem 1 — 9,2 x 10°
pfu/mL; Passagem 2 — 4.6 x 10° pfu/mL; Passagem 3 — 2,3 x 10° pfu/mL; Passagem 4 — 5 x 10*
pfu/mL. No entanto, a partir da quarta passagem, houve uma mudanca no fenotipo das placas
com a formacdo de placas maiores, quando comparado com a passagem 3 (Figura 12). Em
funcdo disso, foi necessaria uma nova padronizacdo da titulacdo. Para tanto, a titulacdo foi
realizada com revelagdo nos tempos 7, 5 e 3 d.p.i., sendo esse ultimo tempo selecionado para a

revelagéo e contagem das placas de lise (Figura 12).
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Figura 12 — Morfologia das placas do Culex flavivirus (CxFV) MS367 passagens 3 e 4 em
células C6/36. Como controle foi utilizado o meio de cultura (MOCK).

Para a caracterizacdo bioldgica do virus CxFV MS367, foi realizada a infecgdo em células de
invertebrados (C6/36, AP61 e Aag?) e vertebrados (Huh7.5, Vero E6, BHK-21 e UMNSAH/DF-
1), com andlise por IFI nos dias 0 e 3 ap0s a infecgdo. Como resultado, apenas as células de inseto
foram permissivas a infecgéo pelo CxFV MS367, conforme observado na Figura 13, no tempo de
3 d.p.i. As células de vertebrado testadas foram refratarias a infeccéo pelo CxFV. A infecgéo pelo
DENV-1 (utilizado como controle) foi detectada nas celulas HuH7.5, VeroE6 e BHK-21,
demonstrando a permissividade destas células a infeccdo por flavivirus (Figura 13). Embora a
infeccdo pelo DENV-1 13400 ndo tenha sido detectada em células UMNSAH/DF-1, outros
trabalhos do grupo tém demonstrado sua permissividade a infeccdo por flavivirus (dados néo

mostrados).
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Figura 13 - Caracterizacdo do virus CxFV MS367. Imunofluorescéncia indireta em células de
invertebrados (C6/36, Aag2 e AP61) e vertebrados (Huh7.5, VeroE6, BHK-21 e
UMNSAH/DF-1) infectadas com CxFV. Como controle positivo, as células de invertebrados
foram infectadas com o virus SbFV e as de vertebrados com DENV-1; células ndo infectadas
(MOCK) foram utilizadas como controle negativo. As células infectadas com o0 SbFV e DENV-
1 foram marcadas com o anticorpo anti-SbFV 7A2/G11/G3 e 4G2, respectivamente, e as células
infectadas com o CxFV foram marcadas com o anticorpo anti-CxFV 3G11/G9/G10 como
anticorpo primario. Anti-lgG de camundongo conjugado com AlexaFluor 488 foi utilizado
como anticorpo secundario e DAPI para coloragdo dos nucleos celulares. A andlise foi realizada
nos tempos 0 e 3 apds a infecgdo. A leitura foi realizada no Operetta CLS com objetiva de 20x.
As barras de escala correspondem a 100 pm.
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4.2 OBTENCAO DOS ANTICORPOS MONOCLONAIS ANTI-ISFs

4.2.1 Producéo de AcM anti-SbhFV

Durante o processo de imunizacdo dos camundongos, foram coletados os soros pré-
imune (antes do inicio da imunizacao) e pés-imune (coletados 7 dias apds a terceira dose) para
avaliar a eficécia da imunizacdo e se 0os camundongos teriam eventualmente sido expostos
previamente ao virus. Os soros dos camundongos foram testados por IFI em células C6/36
infectadas com SbFV e MOCK e, conforme esperado, 0 soro pré-imune nao apresentou
reatividade contra o virus, nem contra 0 MOCK. O soro p6s-imune, no entanto, apresentou
reatividade contra o0 MOCK em todas as dilui¢fes testadas. Apesar de ser observada uma
intensidade de fluorescéncia um pouco maior nas células infectadas, ndo foi possivel diferencia-
las do MOCK. O virus utilizado para a imunizacao foi previamente purificado por colchéo de
sacarose com o intuito de reduzir esta reatividade inespecifica. Essa purificagdo, no entanto,
nédo elimina todos os contaminantes do meio no qual foi produzido, conforme verificado pela

reacao direcionada contra antigenos celulares (Figura 14).

SOROS POS-IMUNES

Soros Pré-imunes Camundongo 1 Camundongo 2 Camundongo 3
SbFV MOCK SbFV MOCK SbFV MOCK SbEV MOCK

1/200 17200 1/200

1/400 1/400 B

1/800 1/800 1/800

1/1600 1/1600 1/1600

Figura 14 — Imunofluorescéncia indireta realizada com o0s soros pré-imunes e pds-imunes dos
camundongos imunizados com o virus SbFV. A reacdo foi realizada em células C6/36
infectadas com o SbFV e células ndo infectadas (MOCK). As células foram marcadas com o0s
soros dos camundongos como anticorpo primario e anti-lgG de camundongo conjugado com
AlexaFluor 488 como anticorpo secundario. Os soros foram utilizados nas dilui¢cGes de 1/200
(pré-imunes — mistura dos soros dos trés camundongos) e 1/200 até 1/1600 (p6s-imunes —
camundongos 1, 2 e 3). N&o houve detecgdo do virus ou células MOCK pelo soros pré-imunes,
no entanto os soros pos-imunes dos trés camundongos reagiram contra 0 virus e contra 0
MOCK. A leitura foi realizada no Operetta CLS com objetiva de 20x. As barras de escala
representam 100 pm.

57



A fusdo para geragéo de AcM anti-SbFV gerou 1152 pogos, dos quais apenas 407 pogos
(~32 % do total) apresentaram crescimento de hibridomas e seguiram para triagem por IFl em
células C6/36 infectadas com SbFV e ndo infectadas (MOCK). Destes, oito hibridomas
apresentaram resultado positivo na IFl, sendo apenas um deles especifico para o virus, ou seja,
ndo reagiu com o MOCK. Esse hibridoma foi submetido a clonagem por diluicdo limitante,
resultando no clone 7A2/G11/G3. A estabilidade do hibridoma foi confirmada apés dois ciclos
de congelamento/descongelamento e o isotipo do AcM secretado foi determinado como IgG1
com cadeia leve k. Posteriormente, o AcM foi concentrado por precipitacdo com sulfato de
amonio a partir de 1 L de sobrenadante de cultivo do hibridoma. O AcM precipitado foi titulado
por IFI, sendo definida a diluicdo de 1/400 para uso nos ensaios seguintes.

Avaliou-se a especificidade do AcM 7A2/G11/G3 por IFI em células C6/36 infectadas
com SbFV, CxFV, ZIKV ou DENV sorotipos 1, 2, 3 e 4, em células HuH7.5 infectadas com
YFV e MOCK. O anticorpo reagiu apenas com o SbFV mostrando a sua especificidade para

este virus (Figura 15).
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Figura 15 - Imunofluorescéncia indireta para avaliacdo da reatividade do anticorpo monoclonal
anti-SbFV 7A2/G11/G3 contra os virus CxFV, ZIKV, DENV sorotipos 1, 2,3 e 4, YFV e o
MOCK - C6/36. As células foram marcadas com o anticorpo anti-SbFV 7A2/G11/G3, 4G2
(controle positivo para ZIKV, DENV e YFV) ou 1G1 (anticorpo contra o virus Chikungunya
(CHIKV), usado como controle negativo) como anticorpos primarios, com anti-lgG de
camundongo conjugado com AlexaFluor 488 como anticorpo secundario e com DAPI para
coloracédo dos nucleos celulares. Embora ndo houvesse um controle positivo anti-CxFV quando
a IFI foi realizada, a infecgdo pode ser verificada pelo efeito citopatico gerado nas células. CP:
controle positivo; CN: controle negativo. A leitura foi realizada no Operetta CLS com objetiva
de 20x. As barras de escala representam 100 pum.
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4.2.2 Producdo de AcM anti-CxFV

Seguindo o mesmo protocolo que foi utilizado para a producdo de AcM anti-SbFV,
durante a imunizacdo de camundongos com o CxFV, o0s soros pré-imune e pés-imune dos
camundongos foram coletados e testados por IFI em células C6/36 infectadas com o CxFV e
MOCK. Como resultado, os soros pré-imunes dos trés camundongos ndo reconheceram o virus,
nem o MOCK. Os soros pds-imunes, no entanto, reconheceram ambos, CxFV e MOCK. O
virus CxFV utilizado para imunizacdo dos camundongos foi previamente purificado por
colchdo de sacarose, porém essa purificacdo ndo eliminou todos os componentes celulares
(Figura 16).
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SORO PRE-IMUNE

Camundongo 2 Camundongo 3

Camundongo 1

CxFV MOCK CxFV MOCK CxFV MOCK
1/50 1/50 1/50
1/100 1/100 1/100
1/200 1/200 1/200
1/400 1/400 1/400
1/800 1/800 1/800
SORO POS-IMUNE
Camundongo 1 Camundongo 2 Camundongo 3
CxFV MOCK CxFV MOCK CxFV MOCK

1/50 1/50 1/50

1/100 1/100 1/100

1/200 1/200 1/200

1/400 1/400 1/400

1/800 1/800 1/800

Figura 16 — Imunofluorescéncia indireta realizada com o0s soros pré-imunes e pds-imunes dos
camundongos gque foram imunizados com o virus CxFV. Células C6/36 foram infectadas com
0 CxFV ou néo infectadas (MOCK). As células foram marcadas com o soro dos camundongos
nas dilui¢bes 1/50 a 1/800 como anticorpo primario e com o anticorpo secundario anti-lgG de
camundongo conjugado com AlexaFluor 488. Os nucleos celulares foram corados com DAPI.
A leitura foi realizada no Operetta CLS com objetiva de 20x. As barras de escala representam

100 pm.
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A fusdo para geracdo de AcM anti-CxFV gerou 2208 pogos, dos quais 1050 poc¢os (~47
% do total) apresentaram crescimento de hibridomas e foram triados por IFI em células C6/36
infectadas com CxFV e MOCK. Dos pocos triados, quatro apresentaram hibridomas secretores
de anticorpos reativos contra 0 CxFV. Esses hibridomas foram submetidos a dois ciclos de
clonagem por diluicdo limitante, no entanto, apds a clonagem, apenas dois hibridomas
continuaram secretando anticorpos contra o virus, resultando nos clones 3G11/G9/G10 e
15B11/D7/A9. A estabilidade dos hibridomas foi confirmada ap6s dois ciclos de
congelamento/descongelamento e o isotipo de ambos AcMs secretados foi determinado como
IgG1 com cadeia leve k.

A especificidade dos AcMs anti-CxFV foi avaliada por IFI em células C6/36 infectadas
com CxFV, SbFV, ZIKV ou DENV sorotipos 1, 2, 3 e 4, células HuH7.5 infectadas com YFV
e MOCK. Os anticorpos reconheceram apenas 0 virus CxFV mostrando a sua especificidade
para este virus (Figura 17).
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Figura 17 - Imunofluorescéncia indireta para avaliacdo da reatividade dos anticorpos
monoclonais anti-CxFV 3G11/G9/G10 e 15B11/D7/A9 contra os virus CxFV, SbFV, ZIKV,
DENYV sorotipos 1, 2, 3 e 4, YFV e 0 MOCK - C6/36. As céelulas foram marcadas com o0s
anticorpos anti-CxFV 3G11/G9/G10 e 15B11/D7/A9, 4G2 (controle positivo para 0s virus
ZIKV, DENV e YFV), 7A2/G11/G3 (controle positivo para o SbFV) ou anti-CHIKV (controle
negativo) como anticorpos primarios, anti-lgG de camundongo conjugado com AlexaFluor 488
como anticorpo secundario e com DAPI para colora¢do dos nucleos celulares. CP: controle
positivo; CN: controle negativo. A leitura foi realizada no Operetta CLS com objetiva de 20x.
As barras de escala representam 100 pm.
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4.3 PADRONIZACAO DOS ENSAIOS DE COINFECCAO

4.3.1 Avaliacdo da cinética de crescimento dos virus

A cinética de infeccdo do ZIKV, DENV-1 e SbFV foi realizada em células C6/36,
utilizando MOIs de 0,01, 0,1 e 1, com analise por IFI nos dias 0 a 6 pds-infeccdo. Para
estabelecer uma infeccdo ideal para os testes de coinfec¢do entre os virus buscou-se definir o
tempo e MOI que resultassem em aproximadamente 50% das células infectadas. Nessa
condicdo, o sistema ndo estaria saturado, sendo possivel avaliar um possivel aumento ou
reducdo de infecgdo. Como resultado, para os virus ZIKV, DENV-1 e SbFV, foi selecionado o
MOI 0,1 (Figura 18).
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Figura 18 — Resultado da cinética de infeccdo dos virus SbFV, ZIKV e DENV-1 em células
C6/36. Foram testados os MOIs 0,01, 0,1 e 1 e 0 MOCK durante 6 dias. As células infectadas
com ZIKV e DENV-1 foram marcadas com o anticorpo anti-flavivirus 4G2 e as células
infectadas com o SbFV, com o anticorpo anti-SbFV 7A2/G11/G3 como anticorpos primarios.
Anti-lgG de camundongo conjugado com AlexaFluor 488 foi utilizado como anticorpo
secundario e DAPI para coloragdo dos nucleos celulares. As infecgdes foram avaliadas a cada
24 h por meio de IFI com leitura no Operetta CLS e analisadas utilizando-se o software
Harmony High-Content Imaging and Analysis (PerkinElmer). A porcentagem de células
infectadas foi obtida e normalizada em relagdo ao MOCK.
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Para o virus CxFV foi necessério realizar uma cinética com parametros diferentes dos
utilizados para os demais virus, devido ao extenso efeito citopatico gerado nas células
analisadas. Foram utilizadas diferentes concentrages de células por pogo (2x10° e 5x10°) e
MOls (0,1 e 0,01). Como resultado, foi obtido um percentual de infecgédo entre 20 e 50% a
partir do segundo dia ap6s a infec¢do. No entanto, foi observado um intenso efeito citopético
em todas as condicGes analisadas, como pode ser observado pela reducéo do nimero de células
quando comparado ao MOCK (Figura 19), inviabilizando o uso desse virus para os ensaios de

coinfecgéo.
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Figura 19 — Resultado da cinética de infeccdo do virus CxFV em células C6/36. Foram testados
0s MOIs 0,01 e 0,1 e 0 MOCK. (A) e (B) Resultado da contagem de células e porcentagem de
infecgcdo no experimento com 5x10° células por pogo (A) e 2x10° células por poco (B). As
células infectadas foram marcadas com o anticorpo anti-CxFV 3G11/G9/G10, seguido de anti-
IgG de camundongo conjugado com AlexaFluor 488 como anticorpo secundario e DAPI para
coloracdo dos nucleos celulares. As infeccdes foram avaliadas a cada 24 h por meio de IFI com
leitura no Operetta CLS e analisadas utilizando-se o software Harmony High-Content Imaging
and Analysis (PerkinElmer). A porcentagem de células infectadas foi obtida e normalizada em
relacdo ao MOCK.

4.3.2 Geracdo de células persistentemente infectadas com SbFV
Foi estabelecida uma infeccdo persistente por SbFV em ceélulas C6/36. As celulas
persistentemente infectadas com o virus SbFV foram nomeadas de C6/36-SbFV para facilitar
a compreensdo dos resultados. Durante o estabelecimento desta linhagem, foi observado CPE,
trés dias ap0s a infeccdo das células C6/36 com o virus SbFV nas passagens 1 e 2. Apds a
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terceira passagem, no entanto, ndo foi mais observado CPE, sugerindo uma adaptacgéo do virus
a essa linhagem celular. Como prosseguimento do processo de adaptacdo, até a passagem 4 a
infeccdo foi monitorada por RT-PCR genérica para flavivirus (Figura 20 A). Para as passagens
subsequentes, a infeccdo foi monitorada através de IFI uma vez que foi obtido o AcM anti-
SbFV (Figura 20 B).

Além do monitoramento da persisténcia da infeccdo ao longo das passagens, as células
C6/36-SbFV foram congeladas e descongeladas para verificar a estabilidade da infeccdo. Para
tanto, foi gerado um estoque de células C6/36-SbFV, congeladas na passagem 25. Essas células
foram descongeladas e mantidas até a passagem 30, quando foram testadas por IFlI,
confirmando a presenca do virus e, portanto, a persisténcia da infec¢do (Figura 20 B). Para
averiguar se particulas infecciosas de SbFV eram secretadas pelas células C6/36-SbFV, foi
realizada uma titulacéo a partir do sobrenadante das células da passagem 30 em células C6/36
(Figura 21). Como resultado foi obtido um titulo de 7,0 x 10° pfu/mL, demonstrando que o
virus presente nas células infectadas continua sendo secretado.

Para o virus CxFV, foram realizadas tentativas de geracdo de uma linhagem
persistentemente infectada a partir de células C6/36, AP61 e Aag2. Devido ao intenso CPE, no
entanto, as células ndo sobreviveram, ndo sendo possivel realizar passagens para o

estabelecimento da infeccédo persistente.
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Figura 20 — Resultado do monitoramento da infeccéo persistente por SbFV em células C6/36.
(A) Passagens 1 a 4 para estabelecimento da linhagem celular C6/36-SbFV — Gel de agarose
1,2% corado com brometo de etidio (1 pg/mL em TBE) mostrando os resultados da
amplificacdo por nested RT-PCR utilizando os oligonucleotideos genéricos Flavi 2+ e Flavi -
2. Como controle positivo da reagéo, foi utilizado RNA de DENV-1 13400 e como branco da
reacdo, agua livre de nucleases. Adicionalmente, foi utilizado como controle negativo da
infeccdo, 0 RNA extraido do meio de cultivo das células ndo infectadas (MOCK passagens 1 a
4). 1 kb: marcador de tamanho molecular 1 kb plus DNA ladder (Invitrogen). (B)
Imunofluorescéncia indireta realizada para deteccdo do virus SbFV nas células C6/36-SbFV na
passagem 30. Células C6/36 nao infectadas foram utilizadas como controle negativo (MOCK).
As células foram marcadas com o anticorpo anti-SbFV 7A2/G11/G3 como anticorpo primario,
anti-lgG de camundongo conjugado com AlexaFluor 488 como anticorpo secundario e com
DAPI para coloracdo dos nucleos celulares. A leitura foi realizada no Operetta CLS com
objetiva de 20x. As barras de escala correspondem a 100 pum.
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Figura 21 — Titulacdo e morfologia das placas de lise formadas ap6s infeccdo de células C6/36
com o sobrenadante de cultivo de células persistentemente infectadas com o Sabethes flavivirus
(C6/36-SbFV) passagem 30. Como controle (MOCK) foram utilizadas células C6/36 ndo
infectadas.

4.4 ENSAIOS DE COINFECCAO

Os ensaios de coinfeccdo foram realizados com os virus SbFV e ZIKV ou DENV-1 com
infeccdo nas células C6/36 e C636-SbFV. De acordo com o protocolo definido pelas cinéticas
de infeccdo, MOI de 0,1 foi utilizado com avaliacdo do percentual de células infectadas e

quantidade de particulas virais infecciosas secretadas nos dias 0, 3 e 6 pos-infecgdo. As células
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infectadas foram analisadas através de IFI, ou seja, por meio da deteccdo de proteina viral; 0s
sobrenadantes coletados, por titulacdo viral. Na figura 22 esti representado o padrdo das
imagens obtidas por IFI nos ensaios de coinfecgdo entre ZIKV e SbFV. Esse mesmo padréo de
marcacao se repetiu nas analises das coinfec¢des entre DENV-1 e SbFV.

Nos ensaios de coinfecgdo entre ZIKV e SbFV, quando ambos os virus foram adicionados
simultaneamente ou a infec¢cdo pelo ZIKV foi realizada ap6s uma infeccéo persistente pelo
SbFV, ndo houve diferencas estatisticamente significativas no percentual de células infectadas
pelo ZIKV (Figura 23 C). No entanto, na titulagéo viral observou-se uma redugdao significativa
do titulo de ZIKV quando as células foram coinfectadas com o SbFV (Figura 23 D). A anélise
realizada através de IFI demonstrou ainda uma reducéo de aproximadamente 50% na infeccdo
pelo SbFV nas células C6/36 persistentemente infectadas por este virus apds coinfec¢édo pelo
ZIKV em ambos os tempos analisados (3 e 6 d.p.i.) (Figura 23 E — C6/36-SbFV + ZIKV). No
entanto, ndo houve diferenca na porcentagem de células infectadas pelo SbFV quando a
infeccdo pelo ZIKV foi realizada simultaneamente (Figura 23 E — SbFV + ZIKV).
Adicionalmente, na titulacéo viral ndo foram verificadas diferencas significativas na quantidade
de particulas viaveis de SbFV secretadas pelas células ap0ds a coinfec¢do por ZIKV (Figura 23
F).
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Figura 22 — Imagens representativas dos resultados de imunofluorescéncia indireta obtidos nos
ensaios de coinfeccdo com os virus SbFV e ZIKV em células C6/36 e C6/36-SbFV. (A)
Representacdo dos padrdes de marcacdo com os anticorpos nas células C6/36 ndo infectadas ou
infectadas com SbFV e/ou ZIKV e nas células C6/36-SbFV com ou sem infeccdo pelo ZIKV,
As infeccdes foram avaliadas nos dias 0, 3 e 6 apds a infec¢do por meio de IFI para detecgdo
de ZIKV e SbFV. Para a reacdo de imunofluorescéncia, o ZIKV foi marcado com o anticorpo
anti-flavivirus 4G2 conjugado com FITC; o SbFV foi marcado com o0 AcM 7A2/G11/G3 como
anticorpo primario e anti-lgG de camundongo conjugado com AlexaFluor 633 como anticorpo
secundario. Os nucleos celulares foram corados com DAPI. A leitura foi realizada no Operetta
CLS com objetiva de 20x. (B) Aumento da imagem da infeccdo ZIKV+C6/36-SbFV no dia 6
para melhor visualizacdo da marcacdo de cada virus. A seta 1 esta indicando uma célula
infectada pelo SbFV, a seta 2 indica uma célula infectada pelo ZIKV e a seta 3 indica uma
célula coinfectada pelos virus SbFV e ZIKV. As barras de escala representam 100 pum.
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Figura 23 — Resultado dos ensaios de coinfec¢do pelos virus SbFV e ZIKV nas células C6/36 e
C6/36-SbFV. Esquema utilizado para coinfec¢do por ZIKV e SbFV em células C6/36 (A) e
C6/36-SbFV (B). As infeccbes foram avaliadas nos dias 0, 3 e 6 apos a infeccdo por meio de
IFI para deteccdo de ZIKV (C) e SbFV (E), com leitura no Operetta CLS e por titulacdo dos
virus ZIKV (D) e SbFV (F). Para avaliacdo do percentual de infeccdo (C) e (E), as células
infectadas com ZIKV foram marcadas com o anticorpo anti-flavivirus 4G2 conjugado com
FITC e as células infectadas com o SbFV, com o anticorpo 7A2/G11/G3 como anticorpo
primario e anti-lgG de camundongo conjugado com AlexaFluor 633 como anticorpo
secundario. Os nucleos celulares foram corados com DAPI. (D) A titulacdo foi realizada através
de marcacéo de unidades formadoras de foco (FFU) utilizando o anticorpo anti-flavivirus 4G2
e para (F) através da coloracdo de unidades formadora de placa (PFU). A analise estatistica foi
realizada utilizando o teste two-way ANOVA seguido do teste de Tukey. *p<0,05; **p<0,01;
****n<0,0001.

Quando o ZIKV foi inoculado nas células trés dias apos a infecgdo com o SbFV, houve
um aumento de aproximadamente 20% na porcentagem de células infectadas pelo ZIKV
(Figura 24 C). No entanto, na avaliacdo desta mesma condicao de infec¢do através da titulacdo
viral houve uma reducgdo no titulo de ZIKV nas células C6/36, tanto na infecgdo recente por
SbFV (trés dias antes da infeccdo) quanto na infeccdo persistente (células C6/36-SbFV) (Figura
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24 D), corroborando o resultado apresentado na Figura 23. Na analise por IFI para deteccéo do
SbFV nas células C6/36-SbFV identificou-se uma reducdo de aproximadamente 50% na
porcentagem de células persistentemente infectadas com o SbFV trés dias apds infeccdo pelo

ZIKV, no entanto ndo houve alteracdo no titulo viral (Figura24 E e F).

A
C6/36 T T
SbFV ZIKV “ Andlise
“ Anilise “ Anilise
B
Dia -3 Dia 0 Dia 3
concsnpy 223
™ Anilise ZIKV * Analise
Anilise
ZIKV
ZIKV
¢ 100- D
108+ [ S,
T ** B Mock
T | - —_ [ B
& 80 — 2 0 EE ZIKV
T 50 2 ] Bl SbFV + ZIKV
!g w C6/36-SbFV + ZIKV
g 40 B 104
2 =
£ o
= 20 E 102
=
0 . y 1004
-3 0 3 3
Dias apés a inoculagio com o ZIKV Dias apos a inoculagao com o ZIKV
‘ SbFV F SbFV
108+
100 s = B Mock
T 80 L B SbFV
< u. B SbFV + ZIKV
= 60 i BN C6/36-SbFV
] 4
'S g 104 B C6/36-SbFV + ZIKV
g 404 >
‘s (o]
£ 5 102+
e 204 =
=
0- 100
-3 0 3 3
Dias apoés a inoculagdo com o ZIKV Dias apés a inoculagao com o ZIKV

Figura 24 — Resultado dos ensaios de infeccdo pelo ZIKV apds infeccdo prévia pelo SbFV.
Esquema utilizado para inoculacdo do SbFV no tempo -3 e do ZIKV no tempo 0 em células
C6/36 (A) e C6/36-SbFV (B). As infeccdes foram avaliadas nos dias -3, 0 e 3 ap6s infeccao
pelo ZIKV por meio de IFI com leitura no Operetta CLS (C) e (E) e de titulacdo viral (D) e (F).
As células infectadas com ZIKV foram marcadas com o anticorpo anti-flavivirus 4G2
conjugado com FITC e as células infectadas com o SbFV com o anticorpo 7A2/G11/G3 como
anticorpo primario e anti-lgG de camundongo conjugado com AlexaFluor 633 como anticorpo
secundario. Os nucleos celulares foram corados com DAPI. (D) A titulacéo foi realizada através
de marcacéo de unidades formadoras de foco (FFU) utilizando o anticorpo anti-flavivirus 4G2
e para (F) atraves da coloracdo de unidades formadora de placa (PFU). A analise estatistica foi
realizada utilizando o teste two-way ANOVA seguido do teste de Tukey. **p<0,01;
****p<0,0001.
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Nos ensaios de coinfec¢do entre DENV-1 e SbFV, quando os virus foram adicionados
simultaneamente ou a infeccdo pelo DENV-1 foi realizada ap6s uma infecgdo persistente pelo
SbFV, ndo houve diferenca estatisticamente significativa no percentual de células infectadas
pelo DENV-1. No entanto, houve uma reducédo significativa no titulo do DENV-1 apds a
coinfec¢do com o SbFV ou com o SbFV das células persistentemente infectadas (Figura 25 C
e D). Para o SbFV infectando as células C6/36-SbFV, ocorreu uma reducdo de
aproximadamente 50% na porcentagem de células infectadas 3 e 6 dias ap6s a infeccdo por
DENV (Figura 25 E). Por outro lado, quando a infeccdo pelo DENV-1 foi realizada
simultaneamente, ndo houve diferenca no percentual de células infectadas pelo SbFV (Figura
25 E). Adicionalmente, atitulagéo viral ndo demonstrou diferencas significativas na quantidade
de particulas vidveis de SbFV secretadas pelas células apés a coinfeccdo por DENV-1 (Figura
25 F).
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Figura 25 — Resultado dos ensaios de coinfec¢éo pelos virus SbFV e DENV-1 em células C6/36
e C6/36-SbFV. Esquema utilizado para inoculacdo do DENV-1 em células C6/36 (A) e C6/36-
SbFV (B). As infeccBes foram avaliadas nos dias 0, 3 e 6 por imunofluorescéncia indireta com
leitura no Operetta CLS (C) e (E) e por titulacdo viral (DENV — D) e (SbFV — F). Para a
imunofluorescéncia, as células infectadas com DENV-1 foram marcadas com o anticorpo anti-
flavivirus 4G2 conjugado com FITC e as células infectadas com o SbFV, com o anticorpo anti-
SbFV 7A2/G11/G3 como anticorpo primario e anti-lgG de camundongo conjugado com
AlexaFluor 633 como anticorpo secundario. Foi utilizado DAPI para coloracdo dos nucleos
celulares. (D) A titulacdo foi realizada através de marcacdo de unidades formadoras de foco
(FFU) utilizando o anticorpo anti-flavivirus 4G2 e para (F) através da coloracdo de unidades
formadora de placa (PFU). A andlise estatistica foi realizada utilizando o teste two-way
ANOVA seguido do teste de Tukey. *p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001.

Quando a infeccdo pelo DENV foi realizada apds uma infeccéo pelo SbFV, ndo houve
diferencas estatisticamente significativas na porcentagem de células infectadas (Figura 26 C).
Contudo, semelhante ao ocorrido para ZIKV, houve uma redugdo no titulo de DENV-1 nas
celulas C6/36 previamente infectadas por SbFV, tanto na infeccdo recente (trés dias antes da

infeccdo) quanto na infeccéo persistente (células C6/36-ShFV) (Figura 26 D). A anélise realizada

através de IFI demonstrou ainda uma reducédo de aproximadamente 50% na infeccdo pelo SbFV

73



nas celulas C6/36 persistentemente infectadas por este virus, mas ndo nas células com infeccéo
recente, apos coinfeccdo pelo DENV-1 (Figura 26 E). Por outro lado, na avaliagdo por titulacdo
viral, verificou-se um aumento no titulo de SbFV em células C6/36 previamente infectadas por
SbFV trés dias antes da infecgdo por DENV-1 (Figura 26 F).

2
C6/36
Sl!l—'\’ nl}:m' Anilise
Andlise Analise
C6/36-SHFV l
Andlise DENV Anilise
Anilise
C DENV D DENV
100 108+ .
_ . B Mock

3, 80 E 100 S B DENV
) ) Bl SbFV + DENV
‘; 60— w C6/36-SbFV + DENV
i = 1044
On B
§ ] s
= % 1024
= 20 Z

0 T Y 10°-

-3 0 3 3
Dias apos a inoculagao com o DENV Dias apoés a inoculagao com o DENV
F
SbFV SbFvV
108+ *
100 - — = I Mock
- T =y SbFV
& 804 E 100 -
2 2 Bl SbFV + DENV
= 60 [ Bl C6/36-SbFV
8 s10 C6/36-SbFV + DENV
H

8 7 °
= 210°
= 204 =

0 T 10°

-3 0 3 3
Dias ap6s a inoculagio com o DENV Dias apos a inoculagdo com o DENV

Figura 26 — Resultado dos ensaios de infeccdo pelo DENV-1 apds infeccdo prévia pelo SbFV.
Esquema utilizado para inoculacdo do SbFV no tempo -3 e do DENV-1 no tempo 0 em células
C6/36 (A) e C6/36-SbFV (B). As infecgdes foram avaliadas nos dias -3, 0 e 3 ap6s infeccdo
pelo DENV-1 por meio de IFI com leitura no Operetta CLS (C) e (E) e de titulacéo viral (DENV
— D) e (SbFV — F). As células infectadas por DENV-1 foram marcadas com o anticorpo anti-
flavivirus 4G2 conjugado com FITC e as células infectadas pelo SbFV, com o anticorpo anti-
SbFV 7A2/G11/G3 como anticorpo primario e anti-lgG de camundongo conjugado com
AlexaFluor 633 como anticorpo secundario. Os nucleos celulares foram corados com DAPI.
(D) A titulacdo foi realizada através de marcacdo de unidades formadoras de foco (FFU)
utilizando o anticorpo anti-flavivirus 4G2 e para (F) através da coloracdo de unidades
formadora de placa (PFU). A andlise estatistica foi realizada utilizando o teste two-way
ANOVA seguido do teste de Tukey. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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5 DISCUSSAO

5.1 ISOLAMENTO VIRAL

No presente trabalho foram realizadas tentativas de isolamento a partir de trés diferentes
pools de mosquito infectados pelo CxFV. No entanto, apenas foi possivel o isolamento a partir
de um desses pools, 0 MS367. Como descrito no manual para isolamento viral feito por Dunn
e colaboradores (2015) essa dificuldade em isolar esse virus pode estar relacionada a uma
possivel baixa carga viral ou a amostra pode ter sido mal conservada. Devido a esta dificuldade,
optamos por utilizar diferentes linhagens celulares (C6/36, AP61 e Aag2) para o isolamento do
virus a partir de um pool de mosquitos Culex spp. coletados no estado do Parana e desta forma
foi obtido um isolado viral de CxFV.

Inicialmente, o acompanhamento dos isolamentos foi realizado por IFI utilizando o
anticorpo anti-flavivirus 4G2 para deteccdo das infec¢des. Os resultados, no entanto, foram
todos negativos. Posteriormente, com a obtencdo do isolado viral, pode-se confirmar que o
AcM 4G2, que reconhece a maior parte dos membros do género Flavivirus, ndo foi capaz de
reconhecer o CxFV. Este dado foi corroborado em outros experimentos do Laboratorio de
Virologia Molecular do ICC/Fiocruz-PR, nos quais outros ISFs também ndo foram
reconhecidos pelo AcM 4G2. Consequentemente, 0s testes para deteccdo da infec¢do durante
0s isolamentos passaram a ser realizados por RT-PCR com o uso de oligonucleotideos
genericos para flavivirus, seguindo o protocolo descrito por Sanchez-Seco et al. (2005).

O CxFV é o ISF mais frequentemente reportado na literatura. Todos os isolados foram
obtidos a partir de pools de mosquitos Culex spp. A deteccao desse virus, no entanto, também
foi descrita em amostras de Aedes spcapularis (GRAVINA et al., 2019), sendo um indicio de

que este virus ndo esté restrito a populacéo de Culex spp.

Os primeiros isolados de CxFV foram obtidos em 2007 no Japéo e Indonésia a partir de
mosquitos Culex tritaeniorhynchus e Cx. quinquefasciatus, respectivamente (HOSHINO et al.,
2007). Outros isolados foram posteriormente obtidos de Cx. quinquefasciatus na Guatemala
(MORALES-BETOULLE et al., 2008) e México (FARFAN-ALE et al.,, 2009), Cx.
quinquefasciatus e Cx. restuans nos EUA (KIM et al., 2009), de Cx. quinguefasciatus em
Uganda (COOK et al., 2009) e Cx. quinquefasciatus em S&o Paulo, Mato Grosso do Sul e Sdo
José do Rio Preto, Brasil (MACHADO et al., 2012; FERNANDES et al., 2016; MORAES et
al., 2019a). Nao foi possivel a identificacdo a nivel de espécie dos mosquitos a partir dos quais

foi obtido o isolado MS367 utilizado neste estudo.
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A sequéncia de 1018 pb do genoma de CxFV MS367 apresentou 95% de identidade
com a sequéncia CxFV_BR/MT_CbaAr1256p2/2013 isolado por MORAES et al. (2019). De
acordo com Kuno et al. (1998) uma sequéncia nucleotidica com identidade superior a 84% pode
ser considerada filogeneticamente do mesmo grupo, portanto a identidade do virus isolado neste
estudo foi confirmada como CxFV. Embora pertencentes ao mesmo grupo, MORAES et al.
(2019) ndo observaram efeito citopdtico nas células infectadas com o isolado
CxFV_BR/MT_CbaAr1256p2/2013, sugerindo que existem diferencas entre os dois virus, pois
as células C6/36 infectadas com o CxFV MS367 apresentaram efeito citopatico a partir do
segundo d.p.i. Essa possivel diferenca entre as cepas identificadas no Brasil poderd ser
esclarecida com o sequenciamento completo do genoma do CxFV isolado, pois marcadores
moleculares no genoma viral durante o processo de isolamento podem estar relacionados a
diferengas fenotipicas (HURRELBRINK et al.,, 2001; MONATH et al., 2002). Nossos
resultados estdo de acordo com os de Wang e cols., que observaram ECP a partir de 3-4 d.p.i
em células C6/36 infectadas por um CxFV isolado na China (WANG et al., 2012).

A caracterizacdo das células permissivas a infeccdo pelo CxFV MS367, demonstrou a
capacidade desse virus de infectar as células de mosquitos testadas (C6/36, AP61 e Aag2), mas
ndo as celulas de vertebrados (Huh7.5, Vero E6, BHK-21 e UMNSAH/DF-1). Esse resultado

reforca que o CxFV MS367 se trata de um virus inseto-especifico.

Né&o foi encontrado na literatura descricdo de dificuldades para a titulagdo do CxFV em
células C6/36. No presente trabalho, no entanto, durante a titulacdo da passagem 4 do CxFV,
foi observado um aumento no tamanho das placas de lise formadas, provavelmente devido ao
extenso efeito citopatico, tornando inviavel a contagem das unidades formadoras de placas.
Essa alteracdo de fendtipo pode estar relacionada a mutacdes no genoma que ocorrem devido
ao processo de adaptacao do virus a célula (HURRELBRINK et al., ; MONATH et al., 2002).
Kato e colaboradores (2017), por ex., demonstraram que a substituicdo de um nucleotideo
adenina por guanina na posicdo 796 do genoma pode resultar em diferencas no tamanho das
placas formadas por duas variantes de ZIKV. E possivel que a falta de dados em relacdo a
titulacdo de CxFV se deva ao fato de que algumas cepas desse virus ndo apresentam efeito
citopatico, impossibilitando a titulacdo por coloracdo das placas de lise. Nesses casos, a
titulacdo é realizada por quantificacdo de RNA viral por RT-PCR em tempo real (HOSHINO
et al., 2007; MORALES-BETOULLE et al., 2008; COOK et al., 2009; FARFAN-ALE et al.,
2009; MACHADO et al., 2012; FERNANDES et al., 2016; MORAES et al., 2019a). Essa
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dificuldade poderia ser solucionada com a producéo de anticorpos especificos contra 0 CxFV,

tornando possivel a titulagdo por detecgdo de unidades formadoras de foco.

Esse é o primeiro relato de isolamento do CxFV no sul do Brasil, embora o virus j
tenha sido isolado a partir de mosquitos coletados em outros estados do pais. Além disso,
recentemente 0 nosso grupo descreveu a circulacdo de CxFV nos estados de ES e PR e no
Paraguai. Nesse estudo, 76% dos pools de mosquitos analisados foram positivos para ISFs,
demonstrando uma alta prevaléncia de ISFs nessas regides (GRAVINA et al., 2019). No
entanto, a distribuicdo e frequéncia do CxFV ainda é desconhecida, e futuros estudos
identificando CxFV em mosquitos sdo importantes para ajudar a elucidar o potencial de
infeccdo desses virus em insetos e também sua interferéncia na transmissdo de arbovirus
patogénicos para humanos. Foi reportado por Moraes e colaboradores (2019b) a deteccéo de
CxFV e DENV-4 em um mesmo pool de mosquitos, mostrando que a coinfec¢do acontece na
natureza. Mesmo que ndo haja evidéncias de que esses flavivirus especificos de insetos causem
doencas em humanos, a alta prevaléncia e a possibilidade de coinfeccdo em mosquitos com
flavivirus patogénicos mostram a importancia do estudo envolvendo a interacdo destes virus.
Devido ao intenso efeito citopatico causado pelo isolado de CxFV obtido neste trabalho néo foi

possivel a realizacdo de ensaios de coinfeccéo.

5.2 OBTENCAO DOS ANTICORPOS MONOCLONAIS ANTI-ISFs

A tecnologia de producdo de anticorpos monoclonais através de hibridomas foi
revolucionaria, pois permitiu que linfécitos B fusionados com células tumorais se tornassem
imortais. Apesar dessa tecnologia ter sido desenvolvida ha mais de 40 anos, ela continua sendo
amplamente utilizada (KOHLER et al., 1975; TOMITA et al., 2011).

A producédo de AcM por meio da geracao de hibridomas é laboriosa e requer em torno
de dois a trés meses para as imunizac@es e mais de dois meses para a triagem e caracterizacao
dos AcM. Muitas vezes o anticorpo desejado ndo é encontrado na primeira tentativa de fuséo,
sendo necessario reiniciar o processo de imunizacdo. Outro obstaculo encontrado é a
identificacdo do anticorpo com a especificidade desejada (YOKOYAMA et al., 2013). Durante
a fusdo, muitos hibridomas sdo gerados. Muitos deles, no entanto, ndo reconhecem o antigeno
de interesse, como ocorreu durante o processo para obtencdo de AcM contra os virus SbFV e
CxFV, no qual muitos anticorpos secretados pelos hibridomas reconheceram componentes da
célula hospedeira e apenas um foi especifico para o SbFV e quatro para o0 CxFV. Portanto, a

etapa da triagem é determinante para o sucesso da obtengdo dos anticorpos monoclonais de
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interesse. Foi descrito por Yokoyama et al. (2013) que a obtencdo de anticorpos contra o
antigeno de interesse tende a ser baixa (<1% a 5%). Neste trabalho obteve-se positividade para
0,25% (1/407) e 0,4% (4/1050) dos hibridomas testados para SbFV e CxFV, respectivamente.
Mesmo que sejam identificados hibridomas que secretam os anticorpos desejados, eles podem
perder a estabilidade e deixar de secretar o anticorpo ou nao sobreviverem ap6s os ciclos de
congelamento, a exemplo do que ocorreu com dois dos hibridomas produzidos contra CxFV.
Além disso, a obtencdo desses AcM especificos esté relacionada ao numero de linfécitos B
ativados no momento da fusdo (STAHLI et al., 1980; YOKOYAMA et al., 2013). Neste
trabalho, ao final do processo de triagem, clonagem por diluicdo limitante e
congelamento/descongelamento para avaliar a estabilidade dos hibridomas, foram obtidos um
hibridoma secretor de AcM anti-SbFV (7A2/G11/G3) e dois secretores de AcM anti-CxFV
(3G11/G9/G10 e 15B11/D7/A9).

Assim como foi observado no presente trabalho, Hobson-Peters et al. (2013) também
ndo obtiveram sucesso no reconhecimento de ISFs com o uso de anticorpos que sdo pan-
reativos para flavivirus como o AcM 4G2, confirmando que os ISFs sdo antigenicamente
distintos dos outros membros do género Flavivirus. Sendo assim, foi crucial o desenvolvimento
de anticorpos anti-SbFV e anti-CxFV como ferramenta para analise dos ensaios de coinfeccdes.
O AcM 7A2/G11/G3 nédo reconheceu nenhum dos flavivirus capazes de infectar vertebrados
testados. Os AcMs 3G11/G9/G10 e 15B11/D7/A9 também ndo reconheceram nenhum virus
testado além do CxFV e dados preliminares sugerem que esse anticorpo nao reconhece outros
ISFs. Até o momento, somente um trabalho foi publicado com a producdo de anticorpo
monoclonal anti-ISF por Hobson-Peters et al. (2013) no qual foram obtidos trés anticorpos

monoclonais contra o flavivirus Palm Creek.

5.3  COINFECCOES
Na natureza, ha circulagdo simpatrica de diversas arboviroses (ERGUNAY et al., 2017;
FANG et al., 2018; GRAVINA et al., 2019). Nesse contexto, inclui-se a presenca de ISFs na
microbiota de mosquitos vetores para arbovirus com relevancia médica, conforme descrito por
Calisher et al. (2018). Sabe-se que a coinfeccdo ocorre espontaneamente na natureza, no
entanto, pouco se sabe sobre a interferéncia dessas coinfec¢Bes sobre os diferentes arbovirus.
Neste estudo investigamos a hipétese de haver interferéncia durante a infec¢cdo com os virus
SbFV e os virus patogénicos ZIKV e DENV-1 no contexto de coinfeccdo in vitro em células
C6/36. Na literatura, a interferéncia viral foi primeiramente descrita por Johnston e
colaboradores (1974) como um fenémeno que consiste na incapacidade de um virus se replicar
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em uma célula ou organismo com uma infec¢do previamente estabelecida. Outro fenémeno
também descrito é o efeito de exclusdo por superinfecgdo, que é definido como um fenémeno
no qual uma infeccdo j& existente previne que uma infeccdo secundaria aconteca. Esse
acontecimento pode estar relacionado a mecanismos de interferéncia relacionados a ligacéo a
receptores, internalizacdo nas células ou pela competicdo por fatores celulares envolvidos na
traducdo e replicacdo de virus secundarios (LEE et al., 2005; FOLIMONOVA, 2012).

Nos ensaios de coinfeccdo realizados neste trabalho, os virus ZIKV, DENV-1 e SbFV
foram utilizados em um MOI de 0,1, concentracdo na qual foram capazes de infectar cerca de
50% das células no terceiro dia ap6s a infeccdo. Essa condicdo foi determinada para evitar a
saturacdo do sistema. Similarmente, estudos realizados com flavivirus de importancia médica,
como os conduzidos por Bolling et al. (2012) e Baidaliuk et al. (2019), definiram o uso de MOls
baixos (0,01-0,1) nos ensaios de coinfec¢do, no entanto, ndo h& dados indicando a cinética
realizada para o estabelecimento desse MOI.

Virus especificos de insetos sdo geralmente mantidos em populacfes de mosquitos por
transmissdo vertical, portanto esse efeito de superinfecdo pode ocorrer durante infeccdes
persistentes com o virus primario seguido por infecdo secundaria por outro ISF ou arbovirus
patogénico (BOLLING et al., 2012; KENT et al., 2010; SAIYASOMBAT et al., 2011). Para se
avaliar os efeitos da interacdo de diferentes virus no curso da infeccéo, foi gerada uma linhagem
de ceélulas de mosquito (C6/36) persistentemente infectada com SbFV para se estudar
coinfeccdes com ZIKV e DENV-1.

O estabelecimento de uma subcultura de células C6/36 persistentemente infectadas por
flavivirus especificos de insetos apresenta uma série de restricdes devido aos efeito citopatico
que ISVs causam nas células, como o observado durante as tentativas de estabelecer uma
cultura de células persistentemente infectadas pelo CxFV (KENT et al., 2010). Diferentemente
do CxFV, neste trabalho foi possivel estabelecer uma linhagem de C6/36 com infeccédo
persistente pelo SbFV, com realizacdo de 30 passagens antes do seu uso nos experimentos de
coinfeccdo. A infeccdo persistente pelo SbFV nessas células foi confirmada através de IFlI,
titulacdo e RT-PCR garantindo que o virus continua infectando e sendo secretado pelas células.
As células persistentemente infectadas ndo exibiam mais efeito citopatico a partir da passagem
3. Esse fendmeno pode estar relacionado a mutagdes e adaptagdo do virus a célula.

J& foi demonstrado que a producéo de particulas defectivas pode estar relacionada ao
estabelecimento de infecgdo persistente por virus de RNA (HUANG et al., 1970). Particulas
defectivas sdo geralmente geradas em passagens de virus muito altas. Nesses casos, 0 genoma
viral apresenta dele¢fes, mantendo a produgdo das proteinas estruturais com informacéao
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suficiente para replicacdo e incorporacdo em uma particula viral madura. No entanto, essas
particulas defectivas ndo podem se replicar sozinhas sendo necessario a presenca de um virus
com genoma completo para ajudar na replicacdo dessas particulas (HUANG; BALTIMORE,
1970; SCHLESINGER et al., 1977; MANZONI et al., 2018). Muitos estudos envolvendo
células persistentemente infectadas j& identificaram a producdo de particulas defectivas
(RANDOLPH et al., 1988; TSAI et al., 2007; JUAREZ-MARTINEZ et al., 2013). Neste
trabalho, foi demonstrado que células C6/36-SbFV continuam secretando particulas virais
infecciosas. No entanto, para verificar possiveis mutacGes no genoma viral, serd necessario o
sequenciamento completo do genoma do SbFV obtido das células C6/36-SbFV.

Nos ensaios de coinfeccdo entre os virus ZIKV/DENV-1 e SbFV, foram avaliados
diversos parametros e condi¢des. Quando houve a adi¢do simultanea do ZIKV ou DENV-1 e
de SbFV (infeccéo recente e persistente), ndo ocorreram diferencas estatisticas na avaliacdo do
percentual de células infectadas, no entanto, houve uma reducdo no titulo destes virus. Esse
resultado pode sugerir que esta ocorrendo interferéncia do SbFV na formagéo e/ou liberacao de
particulas infecciosas de ZIKV ou DENV-1.

Muitos estudos tém demonstrado resultados similares aos encontrados em nossos
ensaios de coinfeccdo. O grupo de Kenney et al. (2014) e Goenaga et al. (2015) demonstraram
uma reducao no titulo viral do WNV quando coinfectado com o flavivirus exclusivo de inseto
Nhumirim (NHUV). Também foi demonstrada a reducdo do titulo dos virus JEV e SLEV
(Kenney et al., 2014) e ZIKV (ROMO et al., 2018) quando coinfectados com NHUYV. Ja Hall-
mendelin et al. (2016) realizaram ensaios de coinfeccdo em células C6/36 entre os virus Palm
Creek e WNV, resultando na reducdo do titulo de WNV. O grupo de Bolling et al. (2012)
realizou ensaios in vivo e in vitro de coinfec¢do entre os virus CxFV e WNV. Nestes ensaios, 0
virus CxFV foi inoculado 7 dias antes do in6culo com WNV em Culex quinquefasciatus ou em
células C6/36 e, em ambas as condi¢des, houve reducao no titulo de WNV.

Quando avaliada a infec¢do pelos virus ZIKV ou DENV trés dias apds a infeccdo pelo
SbFV, ou seja, apds uma infeccdo recente pelo SbFV, ndo foram verificadas diferencas no
percentual de células infectadas com DENV. Nas infeccdes com ZIKV, houve um discreto
aumento no percentual de células infectadas, mas uma reducdo do titulo de ZIKV nesses
mesmos ensaios. Essa reducdo no titulo viral também foi observada para DENV e corrobora
com os resultados obtidos nos ensaios de infeccdo simultanea. Assim como 0s ensaios
realizados nesse trabalho, o estudo feito por Baidaliuk et al. (2019) usou o cell fusing agent
virus (CFAV) para avaliar os efeitos de uma coinfeccdo com os virus ZIKV e DENV. Nessa
pesquisa foram conduzidos ensaios com infec¢do simultanea entre CFAV e ZIKV ou DENV,
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ou com infeccdo por ZIKV ou DENV trés dias ap6s a infecgdo por CFAV. Os resultados obtidos
foram similares aos encontrados nesse trabalho: houve a reducgéo do titulo de ZIKV e de DENV
em todas as condicOes analisadas. Nos ensaios conduzidos por Hobson-Peters et al. (2013), 0
virus PCV foi inoculado previamente em células C6/36 e ap0s 6-7 dias os virus Murray Valley
encephalitis virus (MVEV) ou WNYV foram adicionados. Os resultados mostraram que os titulos
dos virus MVEV e WNV foram significativamente reduzidos.

Essa reducdo nos titulos de ZIKV e de DENV-1 observada nos ensaios de coinfec¢do
com o SbFV foi maior nas células persistentemente infectadas do que quando as células foram
infectadas simultaneamente pelos dois virus. Essa diferenca pode estar relacionada ao
fendmeno de interferéncia viral, no qual uma célula pode se tornar menos permissiva a entrada
ou replicacdo por um virus, neste caso ZIKV e DENV-1, ap6s uma infeccdo prévia por outro
virus, como SbFV. Uma outra hipdtese para esse fenomeno é a montagem de particulas
defectivas de SbFV produzidas pelas células persistentemente infectadas. Estudos tém
demonstrado que essas particulas defectivas podem interferir com a producédo viral ou pela
competicdo com particulas infectivas pelos receptores celulares (SALAS-BENITO et al.,
2015). Devido ao genoma das particulas defectivas ser menor, aparentemente essas particulas
sdo preferencialmente replicadas, impedindo que um virus de infeccdo secundaria se replique
em grandes concentracfes (PERRAULT, 1981; KARPF et al., 1997). No estudo conduzido por
Burivong et al. (2004) também foi relacionada a reducéo do titulo de DENV com a producéo
de particulas defectivas por uma linhagem celular persistentemente infectada com Aedes
albopictus densovirus (AalDNV).

Quando a infeccédo pelo SbFV foi avaliada, houve uma reducéo no percentual de células
infectadas pelo SbFV na linhagem de C6/36 persistentemente infectada por este virus apos a
coinfeccdo com ZIKV ou DENV-1. Curiosamente, isso ndo foi observado quando a infeccao
pelo ZIKV ou DENV-1 ocorreu simultaneamente ou ap6s uma infecgéo recente pelo SbFV. As
mutacOes e/ou adaptacdes do SbFV a C6/36 durante o estabelecimento da infeccdo persistente
podem ter alterado o fendtipo viral e causado essa diferenca.

Resumidamente, os ensaios de coinfec¢do demonstraram uma reducdo na porcentagem
de células infectadas pelo SbFV, no entanto, sem alteracdo no titulo viral. O oposto foi
observado para os virus ZIKV e DENV-1: reducdo no titulo viral sem alteracdo no percentual
de células infectadas por estes virus. Como demonstrado na imagem representativa com
marcacao dos virus por imunofluorescéncia (Fig. 23), algumas células estdo coinfectadas pelo
SbFV e ZIKV/DENV-1, engquanto outras permanecem infectadas apenas por SbFV ou
ZIKV/DENV-1. Pode-se especular, com base nesses dados que o percentual de células
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infectadas por ZIKV ou DENV-1 ndo tenha sofrido mudangas, mas que as células coinfectadas
com SbFV apresentem menos secre¢do de ZIKV ou DENV-1. Igualmente, a reducéo do titulo
dos virus ZIKV e DENV-1 quando coinfectados com o SbFV das células persistentemente
infectadas, pode ser resultado do mecanismo de exclusdo por superinfeccdo envolvendo a
competicdo ou modificagdo dos fatores celulares que, como demonstrado por Lee e
colaboradores (2005), resulta na reducdo da replicagdo do RNA viral quando ocorre a
coinfec¢do. Estudo realizado por Zou et al. (2009), usando WNV e células BHK-21, identificou
um mecanismo de exclusdo por superinfeccdo entre flavivirus durante a sintese do RNA viral,
no qual houve o sequestro de fatores celulares envolvidos na replicacdo do RNA para beneficiar
a replicacdo do virus com infecgdo priméria na célula. Estudos adicionais sdo necessarios para
se elucidar os mecanismos pelos quais esta interferéncia esta ocorrendo no caso de coinfec¢édo
entre SbFV e ZIKV/DENV-1.

Considerando que a maioria dos experimentos conduzidos para estudar a competéncia
viral utilizaram células C6/36, de Aedes albopictus, e que essa linhagem celular apresenta um
resposta antiviral deficiente (BRACKNEY et al., 2010), é necessaria a execugdo desses
experimentos de coinfeccdo em diferentes linhagens celulares, assim como a realizacdo de
estudos in vivo para garantir a validade biologica dos resultados.

Os resultados apresentados nesse trabalho, com reducdo na liberacdo de particulas
infecciosas de ZIKV e DENV-1 ap06s infecdo por SbFV sdo promissores. Embora a infeccéo
por ZIKV e DENV-1 ndo tenha sido totalmente bloqueada, este trabalho pode servir de base
para a utilizacdo de ISFs como interferentes no ciclo viral de arbovirus patogénicos nos vetores.
Considerando que novas estratégias para controle bioldgico devem apresentar custo reduzido,
efetividade, ndo interferirem com o meio ambiente, serem seguras e autossustentaveis, o
possivel uso de ISFs como ferramenta para o controle de arbovirus de importancia médica tem
0 potencial de cumprir esses requisitos, demonstrando a necessidade de se ampliar as pesquisas

relacionadas a ISFs e interacdo com outros virus e com os vetores.
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6 CONCLUSOES

- O virus CxFV MS367 foi isolado a partir de mosquitos naturalmente infectados e teve sua
identidade confirmada por sequenciamento;

- Foi produzido um AcM anti-SbFV, nomeado 7A2/G11/G3 do isotipo IgG1 com cadeia leve
K e dois anti-CxFV nomeados 3G11/G9/G10 e 15B11/D7/A9, ambos 1gG1 com cadeia leve k.
Os AcM anti-SbFV e anti-CxFV se mostraram especificos até 0 momento para SbFV e CxFV,
respectivamente;

- Os ensaios de padronizacdo de coinfeccdo foram realizados para SbFV, ZIKV e DENV e
estabeleceu-se 0 MOI de 0,1 e os tempos de 3 e 6 dias pos-infec¢do para as analises. Para o
virus CxFV MS367, verificou-se através da cinética de infeccédo, a sua inviabilidade para uso
nos ensaios de coinfec¢do devido ao intenso efeito citopatico;

- Foi gerada uma linhagem de células C6/36 persistentemente infectadas pelo SbFV;

- N&o ocorreu diferenca significativa na porcentagem de células infectadas por ZIKV ou DENV
na coinfeccdo com o SbhFV;

- Houve reducéo no titulo de ZIKV e DENV quando as células foram coinfectados com SbFV;
- A porcentagem de celulas persistentemente infectadas com o SbFV sofreu uma reducéo

quando coinfectadas com ZIKV ou DENV.
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7 PERSPECTIVAS

- Realizar os ensaios de caracterizacdo bioldgica do virus CxFV MS367 em células de
vertebrados por tempos mais prolongados;

- Sequenciar o genoma do virus CxFV MS367 finalizando sua caracterizacéo;

- Determinar que proteinas sdo reconhecidas pelos AcM produzidos;

- Sequenciar o genoma do SbFV das células persistentemente infectadas para verificar possiveis
mutacdes que poderiam explicar a mudanca de fendtipo;

- Realizar a analise dos ensaios de coinfeccGes por RT-PCR em tempo real (qPCR) para
quantificacdo dos genomas virais;

- Incluir outros virus — outros ISFs e virus da febre amarela, por ex. —nos ensaios de coinfecgéo.
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