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Dedico este trabalho as pessoas que tiveram suas vidas
afetadas pelas complicacbes causadas por esse virus.
Conhecer a biologia basica desses patégenos

nos deixa mais proximo de combate-los.



“Se vocé quiser,

Se vocé se esforgar,

Se vocé treinar,

Se vocé entrar de cabecga,
Se vocé se concentrar...

Nada garante que vocé vai conseguir. ”

(Daniel Furlan vulgo Craque Daniel, no quadro Falha de Cobertura, TVquase, 2018).
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RESUMO

O virus Zika (ZIKV) € um arbovirus da familia Flaviviridae género Flavivirus com
genoma composto por uma fita Unica de RNA de polaridade positiva. Assim como 0s
demais virus RNA, exibe varia¢cdes em suas sequéncias, o que ocorre devido a fatores,
como por exemplo, a falta de atividade de corregéo da polimerase viral e a alta taxa de
replicacdo. Considerando que a ocorréncia de mutacdes € um evento que pode levar a
selecao de variantes virais com fitness alterado, este trabalho teve como objetivo avaliar
a evolucao in vitro do virus Zika, analisando as mutac¢des ocorridas durante o processo
de adaptacdo em cultura células, associadas ao aumento ou diminuicdo da competéncia
viral (viral fitness). Uma amostra positiva para ZIKV denominada 0305JFMB, foi isolada
em células de Aedes albopictus C6/36, e utilizada para processo de adaptacdo em
cultura de células C6/36, sendo realizadas 33 passagens em replicatas. Finalizadas as
passagens, foi realizada a extracdo do RNA viral e o cDNA foi produzido utilizando
iniciadores randdmicos. O genoma completo da amostra 0305JFMB direto do plasma e
das passagens P1, P33.1, P33.2, foi obtido pelo método Sanger utilizando sequenciador
automatico ABI 3130. Os dados do sequenciamento foram analisados utilizando o
software Geneious, e mostrou que no decorrer das passagens ocorreram 7 mutacfes
nas regides que codificam para as proteinas nao estruturais: uma mutacao sinbnima em
NS1; uma mutacdo sinbnima em NS2A; uma mutacdo sindnima em NS3; 4 mutacdes
ndo sinbnimas, duas na regido que codifica para proteina NS3 e duas muta¢cBes na
regido que codifica para NS5. Para avaliar o impacto das mutagdes observadas sobre
a competéncia viral, as passagens P1 e P33 foram tituladas através de um ensaio de
RT-gPCR utilizando o método AACt, realizado em triplicatas técnicas. Posteriormente
foram realizados os ensaios para avaliacdo da competéncia viral in vitro (C6/36) e in
vivo (Aedes aegypti). Em C6/36 foi avaliado o numero de copias de RNA viral presente
tanto no sobrenadante de células infectadas quanto no interior das células. Os
resultados mostraram um aumento significativo do nimero de copias de RNA viral nas
células infectadas com P33 no periodo de 72 horas pos infecgdo. A carga viral avaliada
nos tempos (8 e 12 dias) no experimento in vivo em Aedes aegypti em ambos os tempos
a carga viral relativa de P33 foi inferior & de P1. Nossos resultados sugerem que novos
estudos devem ser realizados para confirmar os impactos das mutacdes observadas em
outros sistemas biolégicos in vivo e in vitro, visto que as proteinas de ZIKV podem
influenciar a forma que os componentes virais interagem com a célula hospedeira e,

assim, podem modular sua infectividade em diferentes substratos celulares.

Palavras Chave: Arbovirus, Zika, Evolucéo, Genémica, Competéncia Viral



ABSTRACT

The Zika virus (ZIKV) is an arbovirus of the family Flaviviridae genus Flavivirus
with a genome composed of a single RNA strip of positive polarity. Like other RNA
viruses, it exhibits variations in its sequences, which occurs due to factors such as the
lack of viral polymerase correction activity and the high replication rate. Considering that
the occurrence of mutations is an event that may lead to the selection of viral variants
with altered fitness, this work aimed to evaluate the in vitro evolution of the Zika virus,
analyzing the mutations occurred during the adaptation process in culture cells,
associated with increased or decreased viral competence (viral fitness). A positive
sample for ZIKV named 0305JFMB was isolated in Aedes albopictus C6/36 cells and
used for adaptation in culture of C6 / 36 cells, with 33 passages in replicates. After
completion of the passages, the viral RNA was extracted and the cDNA was produced
using random primers. The complete genome of the 0305JFMB sample from the plasma
and passages P1, P30.1, P30.2, P33.1, P33.2, was obtained by the Sanger method
using ABI 3130 automatic sequencer. Sequencing data were analyzed using the
Geneious software, and showed that during the passages 7 mutations occurred in the
regions coding for -structural proteins: a synonymous mutation in NS1, a synonymous
mutation in NS2A, a synonymous mutation in NS3 and in NS5 a non-synonymous. To
evaluate the impact of observed mutations on viral competence, passages P1 and P33
were titrated through an RT-gPCR assay using the AACt method, performed in technical
triplicates. Subsequently, the tests were carried out to evaluate in vitro viral competence
(C6/36) and in vivo (Aedes aegypti). In C6/36 the number of copies of viral RNA present
in both the supernatant of infected cells and inside the cells was evaluated. The results
showed a significant increase in the number of copies of viral RNA in the cells infected
with P33 within 72 hours post infection. The viral load evaluated at the times (8 and 12
days) in the in vivo experiment in Aedes aegypti at both times, the relative viral load of
P33 was lower than that of P1. Our results suggest that further studies should be
conducted to confirm the impacts of mutations observed in other biological systems in
vivo and in vitro, since ZIKV proteins can influence the way that viral components interact

with the host cell and can modulate its infectivity in different cell substrates.

Keywords: Arbovirus, Zika, Evolution, Genomics, Viral fithess
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ABREVIATURAS E SIGLAS

AA Aminoéacido
ADE Anticor.pos potencializadores da infeccéo
(Antibody dependent-enhancement)
C Proteina do Capsideo
C6/36 Células de Aedes albopictus
cDNA DNA complementar
DENV Virus dengue
DNA Acido desoxirribonucleico
dNTPs Desoxirribonucleotideos trifosfatados
dpi Dias pos-infecgéo
E Proteina do Envelope viral
ECP Efeito Citopatico
Kb Kilobases
kDa Kilodaltons
L-15 Meio de cultura Leibovitz's 15
M Glicoproteina de Membrana viral
MEM Meio Minimo Essencial
MgCI2 Cloreto de magnésio
mM milimolar
MS Ministério da Saude
NS Proteina ndo-estrutural
NS1 Proteina ndo-estrutural 1
NS2 Proteina ndo-estrutural 2
NS3 Proteina ndo-estrutural 3
NS4 Proteina ndo-estrutural 4
NS5 Proteina ndo-estrutural 5
OMS Organizac¢do Mundial da Saude
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ORF
Pb
PBS
PCR
PEG
PIE
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prM
RE
RNA
RPM
RpRd
RT
SFB
SGB
SSRNA

uL
uM

WHO

WNV

Organizacdo Pan-Americana da Saude
Fase aberta de leitura
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Solucédo Salina Tamponada com Fosfato
Reacdo em Cadeia da Polimerase
Polietilenoglicol
Periodo de incubacéao extrinseco
Potencial Hidrogenibnico
Proteina precursora de Membrana
Reticulo Endoplasmatico
Acido Ribonucleico
Rotacdes por minuto
RNA polimerase dependente de RNA
Transcricao reversa (reverse transcription)
Soro Fetal Bovino
Sindrome de Guillain-Barré
RNA de fita simples
Unidade Enzimatica
Microlitro
Micromolar (micromol por litro)

Organizag¢do Mundial da Saude, do inglés
(World Health Organization)

Virus do Nilo Ocidental
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1 INTRODUCAO
O primeiro relato da deteccdo do virus Zika (ZIKV) ocorreu em 1947

durante uma rede de vigilancia de febre amarela a partir de uma amostra de soro
de um macaco rhesus (Macaca mulatta) (DICK, 1952). Apesar de a sua
descoberta datar de 1947 e varias pesquisas terem rastreado a disperséo desse
virus em populacées humanas por toda Africa, india e Sudeste Asiatico, o Zika
era um virus que ndo causava doenca grave (DICK, 1952; SMITHBURN 1954;
POND, 1963).

O ZIKV passou quase 60 anos de forma silenciosa sem causar sintomas
graves em humanos e restrito a Africa e a Asia, chamando atencdo somente em
2007, quando ocasionou uma epidemia nas ilhas Yap, no oeste pacifico da
Micronésia (LANCIOTTI, 2008; DUFFY, 2009), sendo esta a primeira vez que 0
virus foi detectado fora da Africa e da Asia, nesta ocasido o Aedes hensilli foi
incriminado como vetor (DUFFY, 2009).

Posteriormente, em 2013 foi relatado um novo surto, dessa vez na
Polinésia Francesa. A andlise filogenética dos isolados mostrou que o virus que
causou este surto era mais proximo das estirpes isoladas no Sudeste Asiatico
do que da estirpe detectada nas Ilhas Yap, o que sugeriu uma introducdo
independente (GATHERER, 2016).

Apbs o surto na Polinésia Francesa, o ZIKV passou por outras ilhas do
Pacifico, sendo reportados casos em 2014 na Nova Caledonia, llhas Cook, Ilha
da Péascoa, llhas Salomao, Vanuatu, Samoa e Fiji (MUSSO; GUBLER, 2016).
Em 2015, chegando ao Brasil, foi associado ao surgimento de quadros de
complicacbes antes nao relatadas, como por exemplo, a microcefalia. A
confirmacédo se deu através da presenca do material genético do ZIKV em
amostras de pacientes com sintomas de arbovirose que desenvolveram quadro
neurologico (GATHERER, 2016; MUSSO, 2015; CAMPOS; BANDEIRA; SARDI,
2015).

A doenca causada pelo ZIKV pode apresentar-se de forma assintomatica
como na maior parte dos casos ou levar a sintomas como febre, erupcéo
cutanea, dores de cabeca, dores nas articulagbes, dores musculares e
conjuntivite (DUFFY, 2009; CDC, 2016). Com a realizac&o de estudos, observou-

se que a infeccao levou, em alguns casos, ao desenvolvimento da sindrome de
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Guillain-Barré (SGB) e a microcefalia em criancas recém-nascidas (SCHULER-
FACCINI, 2016; FERREIRA, 2017).

O virus Zika pertence a familia Flaviviridae, género Flavivirus. Seu
genoma é composto por uma fita Unica de RNA de polaridade positiva com
aproximadamente 11 kb, que codifica para uma Unica poliproteina. Essa
poliproteina é flanqueada por duas regides nao traduzidas, 5’ UTR e 3’ UTR,
essenciais para o processo de replicacdo viral (GOERTZ, 2018).

Muitos virus RNA apresentam diversidades genéticas que podem ser
geradas por eventos como recombinacao, fluxo génico, falta de atividade de
corregcdo da polimerase viral e pela densidade aumentada de hospedeiros
humanos (FAYE, 2014). A ocorréncia desses eventos faz com que 0s virus
passem por mutacfes ao longo do tempo que podem levar a selecdo de uma
variante que tenha uma capacidade replicativa alterada (DOMINGO, 2015).

A rapida expansdo da escala geografica e aumento de casos graves
observados durante a epidemia do virus Zika no Brasil, levantou questdes sobre
a evolucdo molecular deste virus (WANG, 2016). Sendo assim, estudos que
busquem avaliar a replicacéo viral e a capacidade de producédo de particulas
virais infecciosas em condi¢cdes que mimetizem as interacdes virus-hospedeiro
além de nos mostrar o surgimento de um fenétipo alterado podem nos fornecer
informacdes da origem desse fendtipo quando analisamos o gendtipo.

Neste contexto, 0 conhecimento de quais regiées gendmicas estdo mais
propensas a ocorréncia de mutacdes e de quais substituicdes de residuos de
aminoacidos podem estar relacionadas a uma alteracdo na competéncia viral,
sao importantes para a compreensao dos processos evolutivos virais. Tais
eventos podem expor a populagdo a uma variedade de linhagens virais que
podem estar associadas a uma melhor dispersao do virus, a uma infeccdo mais

eficiente e ao surgimento de casos mais graves.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Historico
O virus Zika (ZIKV) é um arbovirus que foi isolado pela primeira vez em

1947, durante estudos realizados em macacos sentinelas na floresta de Zika em
Uganda, Africa (DICK, 1952; DRIGGERS, 2016). Filogeneticamente existem trés
linhagens do ZIKV, duas linhagens africanas e uma linhagem asiatica (FAYE,
2014). Comumente, este virus é transmitido por mosquitos do género Aedes e
tem como hospedeiro vertebrado, primatas ndo-humanos e o homem como
hospedeiro ocasional (HAYES, 2009; FAGBAMI, 1979). O ZIKV também pode
ser transmitido por transfusdo sanguinea, transplacentaria, perinatal e sexual
(MUSSO, 2014; RODRIGUEZ-MORALES, 2016; MUSSO, 2017; BROOKS,
2016). Os primeiros casos em humanos foram registrados no ano de 1952, mas
apenas no ano de 2007 foi reportada a transmisséo fora da Africa, com uma
epidemia registrada nas llhas Yap, na Micronésia, Oceano Pacifico (DUFFY,
2009; LANCIOTTI, 2008).

ApoOs o surto de 2007, o virus causou outra grande epidemia na Polinésia
Francesa em 2013 e 2014 com mais de 30.000 casos (MUSSO, 2014). O virus
foi identificado também em Nova Caledonia, llhas Cook, Ilha de Pascoa e nas
Ameéricas (ROTH, 2014; GATHERER, 2016).
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Figura 1- Dispersao global do virus Zika. Desde a sua descoberta em 1947, o primeiro grande
surto de ZIKV foi relatado nas ilhas Yap, na Micronésia. Posteriormente causou outra grande
epidemia na Polinésia Francesa em 2013. Outros casos foram detectados na Nova Caledonia,
Ilha de Pascoa, llhas Cook e em 2015 o virus passou a circular no Brasil. Fonte: Revista FAPESP
2016.
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No ano de 2015 foram confirmados os primeiros casos autéctones do ZIKV no
Brasil (CAMPOS; BANDEIRA; SARDI, 2015). Rapidamente o virus se
dispersou por todos os estados da Federacao, fato este que se deu
principalmente pela ampla distribuicdo do mosquito Ae. aegypti o que levou a
maior epidemia de Zika ja documentada (CAMPOS; BANDEIRA; SARDI, 2015;
MARCONDES, 2016).

Um estudo filogenético mostrou que a epidemia de febre do ZIKV no Brasil
foi causada pelo gendtipo asiatico (FREIRE, 2015). Evidéncias de analises
moleculares mostram que esta foi introduzida no Brasil, possivelmente, em 2013
(FARIA, 2016).

A infeccdo por ZIKV pode ser assintomatica em cerca de 80% dos casos,
ou levar a sintomas semelhantes ao de outras arboviroses, que podem durar de
3 a 5 dias, fase em que o virus é encontrado em maior quantidade no sangue
(BALM,2012). Os sintomas mais frequentes consistem em febre, dores de
cabeca, artralgia, hiperemia conjuntival e exantema podendo perdurar por até 7
dias (HAYES, 2009; HAMEL, 2015; PETERSEN, 2016).

Ao entrar no Brasil, 0 ZIKV até entdo negligenciado, mudou a perspectiva
do mundo sobre o quadro clinico que poderia gerar, devido ao fato de que, em
alguns casos, a infec¢do pode levar ao desenvolvimento de quadros atipicos
graves nao anteriormente relatados (CALVET, 2016; MLAKAR, 2016). Em 2015
o Ministério da Saude notificou um aumento do nimero de casos de microcefalia
em alguns estados do Brasil. Iniciou-se entdo uma série de estudos que
resultaram na deteccdo do material genético do virus Zika em amostras de
liguido amniodtico de duas gestantes, 0 que permitiu associar a infecgdo pelo
ZIKV com a ocorréncia de microcefalia e outras complicacdes neurolégicas
(MUSSO, 2015; MENESES, 2017).

Durante a emergéncia do ZIKV no Brasil, chamou a atencdo também, o
aumento de notificagBes de casos de Sindrome Guillain-Barré (SGB), que foi
crescente a medida que os casos de infeccdo pelo ZIKV aumentavam (CAO-
LORMEAU, 2016; CAUCHEMEZ, 2016). Estudos revelaram que o material
genético do ZIKV foi detectado nas amostras e pacientes com SGB e desta forma
a pré-infeccédo pelo ZIKV foi associada ao desenvolvimento de SGB. (BRASIL,
2016; ARAUJO, 2016).

Diante da situacao epidemiologica reportada pelo Brasil, foi realizada uma

revisdo dos casos de ZIKV na Polinésia Francesa e foi possivel observar que
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junto com os casos de infeccéo pelo ZIKV houve um aumento dos casos de SGB.
Durante o surto na Polinésia 41 casos foram notificados associados a infec¢ao
por Zika (CAO-LORMEAU, 2016).

Em 2016 com a rapida disseminacdo do virus, a ocorréncia de casos
atipicos e a presenca em escala global nas regifes tropicais levou a Organizacao
Mundial da Saude a declarar a epidemia ocasionada pelo virus Zika, como uma
emergéncia de saude publica de preocupacao internacional.

Nas Américas foram reportados 223.477 casos autdctones confirmados
da infeccéo pelo Zika e 3.720 casos de sindrome congénita desde 2015 (PAHO,
2018). No ano de 2017, 17.593 casos provaveis foram notificados, havendo uma
reducdo desses numeros para 8.680 em 2018 conforme a semana
epidemioldgica 52 de 2018 (VIGILANCIA, 2019). Mas ainda assim o virus segue
se espalhando geograficamente em regibes onde vetores competentes estéo

espalhados.

2.2 Transmissao
A transmissao do virus Zika ocorre em dois ciclos, existe o ciclo que é

denominado ciclo urbano, envolvendo hospedeiro humano e o vetor Aedes
aegypti, secundariamente o Aedes albopictus e outros mosquitos do género
Aedes (WEAVER, 2013; PLOURDE, 2016). O segundo ciclo é o
zoonatico/selvagem, o qual tem sido descrito nas florestas, e envolve primatas
nao humanos como hospedeiros vertebrados e diferentes mosquitos do género
Aedes como vetores (Vasilakis, 2017) (Figura 2).

A principal forma de transmissdo do Zika € através da picada de
mosquitos infectados, onde as fémeas, durante o repasto sanguineo, inoculam
0 virus presente na saliva em um hospedeiro vertebrado (HADDOW, 1964;
MUSSO; GUBLER, 2016). Estudos demonstram que o virus pode ser mantido
na natureza por meio da transmissdo venérea, onde artropodes adultos
adquirem o virus durante a copula (PEREIRA-SILVA, 2018), ou vertical, onde o
virus é transmitido da mae para os ovos, (DA COSTA, 2018).

Diversos tipos de Aedes foram associados a transmissdo do ZIKV,
podendo ser citados: Ae.aegypti, Ae. africanus, Ae. luteocephalus, Ae. hensilli,
Ae. polynesiensis e Ae. Albopictus (PLOURDE, 2016). O Ae. aegypti € o vetor
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mais recorrente na regido Asiatica e nas Ameéricas, o Ae. Hensilli foi incriminado
como vetor durante o surto nas ilhas Yap e o Ae. polynesiensis, foi o vetor
responsavel pela disseminacado do virus na Polinésia Francesa (VALLE, 2016).
No Brasil, os principais Aedes (Stegomyia) responsaveis pela transmissao
sdo o Aedes aegypti e Aedes albopictus (PLOURDE, 2016; MARCONDES,
2016). O tempo necessério para que uma fémea adulta do mosquito se torne
infectante apds o repasto em individuo infectado é de aproximadamente 10 dias,

tempo este denominado de periodo de incubacédo extrinseco (PIE) (VALLE,

2016).
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Figura 2 - Ciclo de transmissé&o Silvestre e urbano do Zika. No ciclo silvestre o virus se
mantém sendo circulando entre vetores artropodes e primatas ndo humanos. No Ciclo urbano e
epidémico o virus se mantém circulando entre vetores artrépodes e o homem, sendo relatada
ainda a transmisséo vertical e transmissdo sexual. (Adaptado de R BASU, 2016).

Apesar do principal modo de transmissao do ZIKV ocorrer atraves de vetor
artropode, existe a possibilidade de infeccdo ndo adquira por vetores,
configurada apOs os eventos evolutivos da linhagem asiatica a partir da
passagem do virus pela Polinésia Francesa (HADDOW, 2012; FAYE, 2014),
entre elas a transmissao sexual (FOY, 2011; DECKARD, 2016; ATKINSON,
2016; MCCARTHY, 2016; MEAD, 2018), perinatal (CALVET, 2016; MLAKAR,
2016), leite materno (DUPONT-ROUZEYROL, 2016) e por transfusédo de sangue
(MUSSO, 2014). Contudo o potencial destas outras formas de transmissao ainda

nao esta plenamente esclarecido (MUSSO, 2015).
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2.3 Virus Zika

Assim como outros virus emergentes e reemergentes como o virus da
febre amarela (YFV), o virus da encefalite japonesa (JEV), o virus da dengue
(DENV), e o virus do Oeste do Nilo (WNV), o ZIKV faz parte da familia
Flaviviridae e do género Flavivirus (KUNO,1998; WEISSENBOCK, 2010).
Apresenta forma esférica e capsideo de simetria icosaédrica, com didmetro entre
40-65 nandmetros (Figura 3), protegido por um nucleocapsideo icosaédrico
derivado da membrana do hospedeiro que contém a proteina envelope (E) e
membrana (M) (CHAMBERS,1990; LINDENBACH, 2007; LANCIOTTI, 2008).

Figura 4 — Virus Zika. (A) Crio eletro microscopia da particula viral e (B) esquema representativo
da particula viral. Fonte: Adaptado de SIROHI, 2016.

Estudos filogenéticos demonstram a existéncia de trés genadtipos do virus
Zika (Figura 4), o genétipo Africano que se dispersou pelo Oeste africano e leste
africano e o0 gendtipo Asiatico (FAYE, 2014; MUSSO; GUBLER, 2016;
LANCIOTTI, 2016).
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Figura 4 - Arvore filogenética do ZIKV. S&o demonstradas as linhagens Africanas e Asiatica,
incluindo as cepas que foram detectadas no Pacifico e no Brasil. Fonte: LANCIOTTI, 2016.

2.4 Organizacdo gendmica
Os virus da familia Flaviviridae possuem estrutura, organizacdo do

genoma e mecanismos de replicagdo semelhantes. O genoma do Zika é
constituido por RNA fita simples de polaridade positiva, que codifica para uma
Gnica poliproteina em uma Unica fase de leitura aberta (ORF, open reading
frame) (figura 5) (CHAMBERS,1990).
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Figura 5 - Estrutura esquemaética do genoma de flavivirus. O ZIKV possui genoma de RNA
fita simples, senso positivo, que é traduzido em uma Unica poliproteina. Apés o processamento,
a poliproteina é clivada em trés proteinas estruturais e sete ndo estruturais (NS1 - NS5). Nas
caixas estdo dispostas as estruturas dos dominios enzimaticos. (GUZMAN, 2010; GOERTZ,
2018).
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O genoma do ZIKV contém 10.794 nucleotideos que codificam cerca de
3.300 aminoécidos, flanqueado por duas regiées ndo codificantes 5' (107 nt) e
3'UTR"s (428 nt) que tém papel chave na regulagéo dos processos relacionados
a replicacdo viral (CHAMBERS,1990; KUNO, 2007; FAYE, 2014; GOERTZ,
2018).

A regido 3 ' UTR forma uma estrutura de loop que pode desempenhar
um papel na traducdo, empacotamento de RNA, ciclizag&o, estabilizacdo do
genoma e reconhecimento. O genoma do ZIKV pode circularizar através do
emparelhamento de bases entre as regides 5 e 3'UTRs. A ciclizacdo €
essencial para a replicacdo do virus, pois cria um modelo para a polimerase
viral iniciar a replicagdo do genoma (GOERTZ, 2016; LIU, 2017a).

Apos traducdo do genoma em uma Unica poliproteina, ocorre a clivagem
desta por proteases virais e celulares, originando trés proteinas estruturais, que
resultam na propria conformacéo estrutural do virus (capsideo, pré-membrana e
envelope) e sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B e NS5) que implicam na montagem e replicacdo do virus
(CHAMBERS,1990; BURKE, 2001; HARRIS, 2006; LINDENBACH,2007; LI,
2017; GARETT, 2018).

As proteinas estruturais tém funcdo na entrada do virus na célula, e na
montagem e liberacdo de novas particulas (CHAMBERS,1990; LINDENBACH,
2007).

A proteina C € a primeira a ser traduzida a partir da ORF, é uma proteina
pequena, de apenas 12 kDa na forma madura, totalmente basica. Essa regiao
implica ha montagem das particulas virais, e a ocorréncia de dele¢cdes em sua
sequéncia tem impacto negativo na capacidade de propagacao do virus in vitro
(CHAMBERS, 1990; LINDENBACH, 2007; SIROHI, 2016).

A proteina precursora de membrana € outra proteina traduzida a partir da
ORF. Ela tem 18 kDa, 165 aminoacidos, e é precursora da proteina estrutural de
membrana do virus. A proteina passa por clivagem em sua regido N-terminal
para formar a proteina M (75 aminoacidos), hum processo que ocorre para
maturacdo e liberacdo dos virions. A proteina prM é encontrada em células
infectadas e a M somente nas formas extracelulares (CHAMBERS,1990;
LINDENBACH, 2007; SIROHI, 2016).
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A proteina E, com aproximadamente 53 kDa e 495 aminoacidos, fica
localizada na superficie do virus, esta associada ao mecanismo de adsorcao e
fus@o a célula hospedeira (FAYE, 2014). A proteina E, € a maior proteina do
virion dos Flavivirus e induz a producdo de anticorpos neutralizantes, sendo
constituida por trés dominios: dominio | (E-DI) central, dominio Il (E-DII) que é o
dominio de dimerizacdo da proteina e parece participar da ligacao inicial a um
receptor viral. Neste dominio também estd o peptideo de fusdo do virus, que
possibilita a fusdo do envelope viral a membrana do endossomo, e o dominio I
(E-DIII) envolvido na ligacdo ao receptor principal da célula (CHAMBERS, 1990;
LINDENBACH, 2007; SIROHI, 2016).

Figura 6 — Representagado dos trés dominios da proteina do envelope do virus Zika. A)
Padréo dos dominios da proteina E | (vermelho), dominio Il (amarelo) e dominio Ill (azul). B) O
dimero de proteina E, com a representacdo dos dominios da proteina. Fonte: Adaptado de
SIROHI, 2016.

O processamento pés-traducional da regido ndo estrutural resulta nas
enzimas virais, helicase, metil-transferase a partir das proteinas NS que estado
relacionadas ao processo de replicacao viral e antagonizagao da resposta imune
do hospedeiro a infec¢éo (SIROHI, 2016; LEE, 2018).

A proteina NS1 pode ser encontrada no interior e na superficie da célula
infectada, podendo alcancar concentragbes altas no plasma, por isso €
comumente utilizada como marcador de infecgdo viral por flavivirus (YOUNG,
2000). Durante a sua sintese, essa proteina é translocada para o interior do
reticulo endoplasmatico (RE), em seguida é transportada até a superficie celular,
onde pode permanecer associada a membrana, ou pode ser liberada para o meio
extracelular. Essa proteina possui papel essencial no inicio da replicacédo e a
interacdo com a proteina NS4A é essencial para atividade de replicacdo viral
(LINDENBACH, 2007). Estudos sobre mutacdes na sequéncia de NS2A
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demonstraram que essa proteina esta envolvida tanto na montagem, quanto na
replicacéo viral (LINDENBACH, 2007; WHITE, 2016).

A proteina NS3 é uma proteina multifuncional, com fung¢édo serina
protease. A ocorréncia de mutacdes no dominio helicase, seguidas de mutacdes
em E, foram relacionadas a neuroviruléncia in vivo em outros flavivirus (DE
BORBA, 2012).

As proteinas NS4A e NS4B sao proteinas transmembranares, altamente
hidrofébicas, e ambas estdo envolvidas com o processo de replicacdo viral.
Estudos in vitro relacionados a NS4B demonstram que ela pode também atuar
como modulador da replicacdo viral, através de uma interacdo com NS3
(LINDENBACH, 2007).

A proteina NS5 tem funcéo de metiltransferase (MTAse) na por¢ao amino-
terminal e de RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) na carboxi-terminal
(LINDENBACH, 2007; WHITE, 2016; BRAND, 2017). E a mais conservada das
proteinas em flavivirus, embora exiba até 45% de diferenga de aminoacidos
entre os flavivirus transmitidos por vetores (GRANT, 2016).

Os virus que possuem RdRp, sofrem mutacfes frequentes, em média, a
1 erro a cada ciclo de replicacdo (HOLMES, 2003). A RdRp liga-se ao genoma
através da interacdo com um promotor stem-loop A (SLA), situado na
extremidade 5 UTR. A ligagao a SLA marca o inicio da replicacdo do RNA viral.
E a partir dele que a polimerase inicia a extensdo dos cerca de 11.000
nucleotideos, até a extremidade 3’ (LINDENBACH, 2007; WHITE, 2016; LEE,
2018).

2.5 Replicacéo viral

O inicio do ciclo infeccioso ocorre através das interacfes entre a
glicoproteina E e os receptores celulares. O virus se liga e entra na célula
hospedeira permissiva por endocitose mediada por receptores celulares.
(CHAMBERS,1990; MUKHOPADHY, 2005).

Devido ao pH baixo resultante da acidificagdo dos endossomos, ocorrem
alteracdes conformacionais na proteina E que levam a sua fusdo com a
membrana endossomal, seguida da liberacdo do capsideo para o citoplasma
celular, desmontagem do nucleocapsideo e a liberagcdo do genoma viral no
citoplasma. Em seguida, no reticulo endoplasmatico, inicia-se a traducdo da
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poliproteina, que é processada por proteases viriais e do hospedeiro dando
origem as proteinas necessarias para o processo de replicacdo
(MUKHOPADHY, 2005; LINDENBACH, 2007).

O genoma viral, por possuir polaridade positiva, atua como um RNA

mensageiro que é traduzido em uma longa poliproteina no reticulo
endoplasmatico. Esta poliproteina é clivada e gera trés proteinas estruturais e
sete proteinas nao estruturais (CHAMBERS, 1990; LINDENBACH, 2007).
As particulas incompletas sdo formadas no l[imen do reticulo endoplasmatico.
Essa particula contém as proteinas prM e E na membrana lipidica e o
nucleocapsideo, e configuram particulas imaturas ndo infecciosas que sao
transportadas para o complexo de Golgi onde ocorre a clivagem da prM por uma
protease do hospedeiro (furina), removendo a porcéo glicidica desta proteina e
resultando numa particula viral madura, que ¢é liberada da célula hospedeira por
exocitose (figura 7) (CHAMBERS, 1990; LINDENBACH, 2007).
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Figura 7 - Ciclo de replicacdo do ZIKV. 1) O virus se liga aos receptores da célula hospedeira
.2) via endocitose entra na célula hospedeira. 3) A acidificacdo do endossomo induz a mudanca
conformacional da glicoproteina E, levando a fuséo do virus com a membrana endossémica e a
liberagdo do material genético no citoplasma. 4) A tradugéo ocorre no reticulo endoplasmatico.
Onde o ribossomo traduz diretamente o RNA gendmico em uma poliproteina, onde as proteases
hospedeiras e virais clivam esta poliproteina em proteinas estruturais e ndo estruturais. 5) A
replicacdo do RNA ocorre em vesiculas da membrana do Reticulo endoplasmatico, induzida por
virus através do complexo de replicacdo viral, com as proteinas NS2a, NS2b, NS4a e NS4b. 6)
ocorre 0 empacotamento das particulas virais imaturas durante a montagem. 7) estas particulas
séo transportadas através do complexo de Golgi, onde as proteases hospedeiras clivam a por¢éao
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pr de prM. 8) as particulas novas saem via exocitose como particulas virais completamente
maduras. (Adaptado de YUN, 2017)

2.6 Evolucao Viral
A rapida evolucao dos virus RNA surge da sua capacidade de utilizar

abordagens variadas de replicacéo e de se adaptar a uma ampla gama de nichos
enfrentados durante a disseminacéo viral no hospedeiro (OAKS, 1992).

Com suas diversas diferengas em estrutura, organizagao do genoma,
tamanho e formas de replicacdo, os virus com genoma RNA sdo reconhecidos
como altamente mutaveis. Possuem uma taxa de mutacao na natureza estimada
entre 10* a 10 substituicGes por posicdo, por ano, resultando em alta variacéo
nas sequéncias gendmicas desses virus (HOLMES; TWIDDY, 2003), com isso,
esses virus evoluem de forma mais rapida que os virus DNA (STEINHAUER
1987; DUFFY, 2008). Suas altas taxas de mutacdo dificultam intervencdes
terapéuticas de funcionarem de forma eficaz e muitas vezes levam a resisténcia
a medicamentos antivirais e anticorpos desencadeados por vacinas (DOMINGO,
1989).

No entanto, o acumulo de muta¢des observadas nos arbovirus ndo possui
a mesma velocidade que nos demais virus RNA, os arbovirus possuem menor
variacdo em suas sequéncias o que esté relacionado a alternancia que esses
virus passam em hospedeiros vertebrados e invertebrado (VASILAKIS, 2009). A
alternancia entre hospedeiros diferentes, aliada a fidelidade da RNA polimerase
viral sdo as causas da estabilidade genética observada nos arbovirus (CIOTA,
2007; VASILAKIS, 2009). Além da interagcdo com o hospedeiro vertebrado, o
arbovirus precisa se adaptar ao organismo do hospedeiro artropode, tanta para
escape de seu sistema imune quanto para a adaptacao, entrada e replicacéo
eficiente nas células de mosquito (SIM, 2010).

A replicacdo deve ocorrer de forma eficiente em ambos hospedeiros
vertebrado e invertebrado, a alternancia resulta na auséncia de adaptacao a um
anico hospedeiro, proveniente das substituicdes que beneficiam a manutencéo
do virus em ambos ambientes ou que sejam neutras, evitando a especificidade

do virus a um unico hospedeiro (CIOTA,2010).
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2.7Competéncia Viral (Fitness)

Competéncia viral é definida como a capacidade de um virus produzir
copias infecciosas em um determinado hospedeiro. Esta é uma definicdo
utilizada que se refere a capacidade replicativa do virus (DOMINGO; HOLLAND,
1997; DOMINGO, 2010), no entanto outros trabalhos tém extrapolado esse
conceito e estdo buscando entender as implicacdes do fithess em infeccdes
naturais e sua relagdo com a gravidade das doencgas (WARGO; KURATH, 2012).

Diversos estudos estédo sendo realizados, com diferentes virus, buscando
compreender o impacto de mutacdes sobre cepas virais e sua relacdo com o
aumento de infeccOes e emergéncia de novos agentes causadores de infeccdo
(CIOTA, 2013; COFFEY, 2013; FORRESTER, 2014). Um estudo realizado in
vitro e in vivo com o virus Ross River demonstrou que a mudanca entre
hospedeiros favoreceu a infec¢cao do hospedeiro vertebrado, no qual o virus tem
grande propagacéao e assim maior variabilidade (TAYLOR, 1975).

Sabe-se que a eficiéncia durante a replicacao viral de arbovirus deve se
igualar tanto para vertebrado quanto invertebrado, o que inviabiliza a adaptacao
a um unico ambiente. Entretanto se ocorresse, impediria a transmissdo devido
ao ciclo de replicacdo nao ser completado. As modificagdes no genoma que tem
um carater benéfico evitam a adaptacdo a um unico hospedeiro (CIOTA, 2010).

Um estudo sobre a evolucao do ZIKV gendétipo asiatico, identificou uma
mutacdo ao comparar 0s virus de epidemias anteriores a do surto ocorrido na
Polinésia Francesa em 2013 e a emergéncia na América. O impacto de uma
Gnica mutacao na posicao S139N, de uma Serina para Asparagina, foi avaliado
e os resultados obtidos demonstraram maior infecciosidade e danos em células
progenitoras neurais, o0 que demonstra o fenoétipo alterado devido a ocorréncia
de uma mutac&o adaptativa que ocorreu antes da chegada do virus na Polinésia
(YUAN, 2017). Um trabalho anterior havia demonstrado o surgimento de
mutac¢des nas sequéncias de ZIKV e inclusive a mutagdo S139N ja havia sido
identificada, no entanto seu impacto e associacao a alteragfes de fenoétipo veio
ser testado em 2017 (FARIA, 2016; YUAN, 2017).

Ha evidéncias de uma correlagéo entre o fitness do WNV e a diversidade
intra-hospedeiro em cultura de células de mosquito (FITZPATRICK, 2010;
CIOTA, 2007). O aumento da diversidade também foi associado a diminui¢cao da
viruléncia do WNV em camundongos (JERZAK, 2007), sugerindo que a
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alteracdo da capacidade de acumular mutacdes poderia ter consequéncias

fenotipicas especificas no hospedeiro.

2.8 Cultura de Células para Zika

Estudos demonstraram o sucesso replicativo do ZIKV em diversas células
primarias, como ceélulas neuronais, células dendriticas ou queratindcitos e
células mononucleares do sangue periférico humano (PBMCs)
(CUMBERWORTH, 2017; MICHLMAYR, 2017).

Outros trabalhos ainda demonstraram a suscetibilidade de infeccéo pelo
virus Zika em células provenientes do interior do testiculo, células de Sertoli
(SIEMANN, 2017) e do endométrio (PAGANI, 2017). As linhagens celulares
prostéticas, testiculares e renais testadas em outro estudo, demonstraram que
ha aumento da carga viral e expressdo da proteina NS1, sem levar a efeito
citopatico, sugerindo seus potenciais papéis na transmissdo sexual com
replicacéo viral persistente (CHAN, 2016).

Ha indicios ainda de que as células do endométrio podem servir como
rotas para o virus chegar aos trofoblastos da placenta durante a gravidez
(PAGANI, 2017). Células de origem placentaria que marcam o inicio da gravidez
demonstraram titulos virais maiores em comparacdo a células do final da
gravidez (TABATA, 2016).

Outro trabalho demonstrou a capacidade do ZIKV de levar a
desregulacédo das vias relacionadas ao ciclo celular e levar ao aumento da morte
celular em células progenitoras neurais (NPCs) (TANG, 2016). Células
mielinizantes do sistema nervoso periférico (SNP) e do sistema nervoso central
(SNC) de camundongos foram infectadas com ZIKV. Através da quantificacdo
dessas células infectadas, eles descobriram que as células do SNC sdo mais
suscetiveis a infeccdo do que as células do SNP (CUMBERWORTH, 2017).

Ainda que o virus consiga replicar de forma eficiente em uma variedade
de células, a quantidade de particulas infecciosas intracelulares, bem como a
liberacéo e o efeito citopatico variam em alguns estudos entre as células testadas
(BOS, 2018; MLADINICH, 2017; HIMMELSBACH, 2018).

Uma variedade de pesquisas € realizada com foco em arbovirus a partir
do uso de cultura de células de invertebrados. Sua utilizacdo, data da década de

60, quando iniciaram 0s primeiros cultivos que tinham como objetivo o
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entendimento da fisiologia dos mosquitos (RODRIGUEZ-MORALES, 2016). O
uso de cultivos celulares é mais frequente devido a sensibilidade, o baixo custo
e a simplicidade de manutencdo (DE PAULA, 2004).

Linhagens celulares continuas como as de Aedes albopictus (C6/36),
células de mamifero, provenientes de rim de macaco verde africano (Vero),
proveniente de hepatocarcinoma (HepG2), (Huh-7) e (Hela) que s&o
amplamente utilizadas para o isolamento de outros arbovirus (SIROHI, 2016;
CHAN, 2016; DONALD, 2016; BARRETO-VIEIRA, 2016; TANG, 2016;
OFFERDAHL, 2017).

As células C6/36 vem sendo utilizadas in vitro para isolamento do virus
Zika (BARRETO-VIEIRA, 2016; CIOTA, 2017; JURADO, 2016; CHAN, 2016).
Um estudo no qual os autores utilizaram células C6/36 para isolamento primario
e posteriormente utilizaram o sobrenadante deste isolado para infeccdo em
células Vero confirmou a suscetibilidade desta linhagem ao virus Zika. A cepa
asiatica do ZIKV demonstrou neste trabalho que as células de mamiferos foram
mais suscetiveis a infeccdo por ZIKV do que as células de invertebrados
(BARRETO-VIEIRA, 2016). Outro estudo utilizou as células C6/36 a fim de
verificar o tempo em que o ZIKV estava com cargas mais altas de replicacao,
para avaliar as proteinas expressas do hospedeiro num trabalho de avaliacao
protedmica (XIN, 2017).

Esses autores tém demonstrado a suscetibilidade dessas células ao virus
Zika in vitro, corroborando com outros estudos sobre a suscetibilidade da mesma

ao isolamento e replicacéo de arbovirus.
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3.0BJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a microevolucdo de um isolado do virus Zika, genétipo asiatico,
analisando a existéncia de variagcdes genéticas associadas ao aumento ou
diminuicdo da competéncia viral (viral fithess), durante sucessivas passagens in

vitro.

3.2 Objetivos especificos

Descrever as mudanc¢as na sequéncia majoritaria do genoma completo de
uma amostra do virus Zika, durante o processo de adaptacéo in vitro.

Analisar o impacto das mutacGes observadas sobre a competéncia viral
in vitro.

Analisar o impacto das mutagOes observadas sobre a competéncia viral

in vivo.
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3. METODOLOGIA

Neste trabalho, uma amostra positiva para Zika foi submetida ao processo
de adaptacdo em cultura de células. Os sobrenadantes recolhidos desse
processo foram submetidos aos seguintes experimentos apresentados no

fluxograma abaixo.

3.1 Aspectos Eticos

A amostra utilizada neste trabalho faz parte do projeto “Casos
sintomaticos e assintomaticos de infeccdes pelo virus Zika: estudo de
caracteristicas virologicas e da resposta imune em uma populagédo da Amazoénia
Ocidental Brasileira”. Esse projeto foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa
sob o numero CAEE 56745116.60000.5016.
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3.2 Amostra utilizada no estudo

A amostra positiva para o virus Zika, genotipo asiatico, utilizada neste
trabalho, identificada como 0305JFMB, foi isolada em Manaus em abril de 2016,
estando o paciente com dois dias de inicio dos sintomas. Essa amostra foi
detectada por RT-gPCR durante a vigilancia de arbovirus no Instituto Lebnidas
e Maria Deane, conforme protocolo descrito por Lanciotti e colaboradores
(LANCIOTTI, 2008).

3.3 Cultura de Células

As células C6/36 utilizadas neste estudo eram mantidas em frascos de
cultivo celular descartaveis de 25cm?, com meio de cultura Leibovitz’'s L-15 e
permaneciam em estufa a 28°C. A manutencéo das células dava-se a cada trés
dias, a monocamada pode ser observada na figura 8. O procedimento de
manutenc¢ao ocorria da seguinte forma: descartava-se o meio de cultivo presente
na garrafa e lavava-se a monocamada celular com PBS 1X. Feito isso, era
realizado o repique celular com a utilizacdo de espalhador de células (cell
scraper) e adicdo de um meio novo com O0S seguintes componentes e
concentracfes: 5mL de meio de cultura L-15 (Leibovitz’s) (Gibco, cat.: 41300-
039), 10% de soro fetal bovino (Gibco, cat.: 12657029), 100 pg/mL de
estreptomocina, 0,25 pg/ml de anfotericina B e 100U/mL de penicilina. Apos
manuseio, armazenava-se novamente a garrafa de cultivo celular em estufa a
28°C.

Figura 8 - Monocamada de células C6/36. 72 horas apds manutenc¢do. Lab. Virologia/
ILMD-Fiocruz Amazonia.
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3.4 Adaptacgéo do virus em cultura de células

As células utilizadas para a realizacdo das passagens seriadas do virus
eram preparadas 36h antes da infec¢cdo em garrafas de cultivo celular de 12,5cm,
conforme procedimento descrito no item anterior. O primeiro indculo do soro em
células C6/36 foi denominado P1 e este foi recolhido com 10 dpi. A partir do
sobrenadante de P1 foi dado inicio a uma série de 32 passagens do virus neste
sistema de células, chegando entdo na passagem P33. Todas passagens foram
realizadas em duplicata denominadas série 1 e série 2.

No momento do in6culo a monocamada de células apresentava
aproximadamente 80% de confluéncia. O meio L-15 de crescimento que estava
na garrafa era descartado, seguindo de lavagem com PBS 1X por duas vezes.
Adicionava-se entdo 500ul do in6culo em uma diluicdo 1/10, apds o inéculo ser
adicionado na monocamada de células, as garrafas eram encaminhadas a estufa
(28°C) para a etapa de adsorcédo viral por 1 hora, com agitagdo a cada 15
minutos, para banhar toda a monocamada e assim evitar ressecamento das
células. Ao término do tempo de adsorcdo, a monocamada era lavada e entao
era adicionado meio L-15 de manutencdo (SFB 2%), sendo as garrafas
novamente armazenadas em estufa (28°C), onde permaneciam por trés dias,
com observacdo em microscoépio invertido.

Apos o terceiro dia de inéculo, os frascos de cultivo eram submetidos ao
método de congelamento a -80°C e descongelamento a 37°C para liberacdo das
particulas virais, o sobrenadante era utilizado para o indculo subsequente e o
restante armazenado em freezer -80°C em aliquotas com glicerol (10%) e outras
sem, até a utilizacdo em experimentos posteriores O sobrenadante de P1 deu
origem a P2.1 (denominada série 1) e P2.2 (série 2). Os sobrenadantes de P2.1
e P2.2 deram origem a P3.1 e P3.2 respectivamente, assim sucessivamente até

a passagem 33 de ambas as séries (figura 9).
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P2.2 P3.2 P4.2 P52  eoe P33.2

Figura 9— Representacdo do esquema das Passagens seriadas. Amostra positival
para Zika utilizada nos in6culo em células C6/36. Ap6s o primeiro inéculo do soro (PO)
0 sobrenadante de cultura servia para in6culo subsequente seguindo até a ultimal
passagem (P33).Fonte: a autora.

3.5 Extrac&o de RNA viral

A extracdo de RNA viral foi realizada com a utilizacdo do QiAamp viral
RNA mini kit. Respectivamente seguiram para extracdo PO (amostra de soro),
P1, P5, P10, P15, P20, P25, P30 e P33 de ambas as séries de passagens. Em
resumo, foram adicionados 140uL destas amostras em 560uL do tampao AVL
acrescidos de RNA carreador em microtubo de 1,5 mL contendo 5uL do fago
MS2 utilizado em uma diluicdo 10-* e que serviu como controle da extracéo para
os demais procedimentos. Em seguida esta solucdo foi homogeneizada em
vortex durante 15 segundos e incubada em temperatura ambiente por 10
minutos. ApOs incubacao seguiu-se adicionando 560uL de etanol 96-100% e
homogeneizacdo por voértex. Transferiu-se 630uL da solugdo para coluna de
silica do kit que foi centrifugada a 8.600 RPM por 1 minuto. Na etapa de lavagem
usou-se tampéo AW1, centrifugou-se a 8.600 RPM por 1 minuto, transferiu-se a
coluna para tubos coletores e adicionou-se 500uL do tampao AW2 e centrifugou-
se a 14.000 RPM por 3 minutos. O RNA viral foi eluido com 60uL de tampao AVE

e armazenado a -80°C para experimentos posteriores.
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3.6 RT-PCR em Tempo Real (QRT-PCR)

Os RNAs da amostra e dos sobrenadantes das passagens em C6/36
foram utilizados nas reacdes de RT-gPCR, inicialmente para acompanhar se os
in6culos estavam sendo bem-sucedidos e posteriormente para determinar a
guantidade relativa de RNA viral dessas passagens.

As reacOes foram realizadas em multiplex para os alvos ZIKV, RPS e
MS2, em placas de 96 pogos com um volume final de 10ul sendo 7,5ul do mix e
2,5ul de RNA. Na tabela 1, estdo descritas as regiées que tivemos como alvo,
Envelope (LANCIOTTI, 2008), NS5 desenvolvido por nosso grupo de pesquisa
(n&o publicado), bacteriofago MS2 (NAVECA, 2017) e RPS (Proteina ribossomal
de mosquitos S17) (MOREIRA, 2009). O Mix de reagao era preparado com 2,5l
de TagMan® Fast Virus 1-Step Master Mix; iniciadores a uma concentracao de
300 nm; sonda a 100nm; e H20 livre de nucleases completando o volume. Uma
vez preparado o mix, 0 RNA era distribuido na placa e a mesma, era levada ao
termociclador QuantStudio 5 Real-Time PCR System.

Tabela 1 - Conjunto de Iniciadores e sondas utilizados no gRT-PCR.

Alvo Posicao Refe.
ZIKV 1086 CCGCTGCCCAACACAAG LANCIOTTI, 2008
ZIKV 1162c CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT LANCIOTTI, 2008

ZIKV 1107-FAM

AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA

LANCIOTTI, 2008

ZIKA_gPCR_FNF1 TGTTGAAGGGCTRGGATTAC NS5, ndo publicado

ZIKA_gPCR_FNR CTCCAGATCAAACCTGCTGAT NS5, ndo publicado

ZIKA_gPCR_FNP TGAGTCGCATACCAGGAGGAAGGA NS5, néo publicado
MS2_IC_FNF GCGCAGAATCGCAAATACA NAVECA, 2017
MS2_IC_FNR CAACAGTCTGGGTTGCCACTT NAVECA, 2017
MS2_IC_FNP (NED) ATCAAAGTCGAGGTGCC NAVECA, 2017
RPS17 CAGGAGGAGGAACGTGAGCGCAG MOREIRA, 2009
RPS17 forward CTGGAGATTTTCCGTTGTCA MOREIRA, 2009
RPS-17 reverse GACACTTCCGGCACGTAGTT MOREIRA, 2009
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4.7 Producao de cDNA

A producdo de cDNA foi realizada com volume final de 20puL com os
reagentes nas seguintes concentragdes:4 uL de H20, 4uL de tampéo 5X, 1uL de
DTT [0,1M], 1uL de dNTPs [10mM], 1uL de Superase (20U), 1uL da enzima
SuperScript 11l reverse transcriptase (200U).

Para a etapa de linearizagdo do RNA adicionou-se 1uL do primer
randémico [50 ng] juntamente com 7uL de RNA em um microtubo de 0,2 mL que
foi levado ao termociclador por cinco minutos a temperatura de 65°C. Em
seguida o microtubo foi colocado em gelo por 2 minutos para adicdo do mix de
reacao e levado ao termociclador na seguinte ciclagem: 25°C por 10 minutos/
37°C por 15 minutos/ 45°C por 15 minutos/ 50°C por 15 minutos/ 55°C por 15
minutos/ 60°C por 15 minutos/ 80°C por 2 minutos/ 4°C«.
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4.8 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para amplificacdo do genoma completo do ZIKV, foram utilizados nove
pares de iniciadores previamente publicados (tabela 2) (QUICK, 2017), como
esses iniciadores foram publicados para outra metodologia, foram inicialmente
padronizadas as melhores condicbes para amplificacdo, em outro projeto
também desenvolvido em nosso grupo de pesquisa.

O mix de reacao teve volume final de 50uL, sendo 2uL de cDNA e foi
preparado utilizando os reagentes nas seguintes concentragdes: Tampédo 10X
(5uL), 1,5mM de Mg?*; 0,2mM de dNTPs, 0,3mM de cada iniciador, 1U de enzima
PlatinumTaq Brasil (Life Technologies -10996-030) e H20 livre de nucleases,
para completar o volume. Essa reacéo foi amplificada em um termociclador
(Proflex) programado para 1 ciclo a 94° C por 2 minutos, 40 ciclos a 94° C por 30
segundos, 65° C por 30 segundos, 72° C por 2 minutos e um ciclo final a 72° C
por 7 minutos. Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose 2% corado com GelRed, padrdao de peso molecular Fast ruller

midle range, em tampado TAE 1X, e analise sob transiluminador ultravioleta.

Tabela 2 — Conjunto de iniciadores utilizados para amplificagdo do genoma completo.

Amplicon Iniciadores Tamanho
Amplicon 1 ZIKV 400 1L + ZIKV 400 4R 1388 pb

Amplicon 2 ZIKV 400 5L + ZIKV 400 8R 1373 pb

Amplicon 3 ZIKV 400 _9L + ZIKV 400_12R 1341 pb
Amplicon 4 ZIKV 400 _13L + ZIKV 400 _16R 1332pb

Amplicon 5 ZIKV 400_17L + ZIKV 400_20R 1349 pb
Amplicon 6 ZIKV 400_21L + ZIKV 400_24R 1370 pb
Amplicon 7 ZIKV 400_25L + ZIKV 400_28R 1374 pb
Amplicon 8 ZIKV 400 29L + ZIKV 400 32R 1349 pb
Amplicon 9 ZIKV 400_33L + ZIKV 400_35R 1033 pb
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Figura 10 — Esquemade iniciadores utilizados para a amplificacdo do genoma completo do ZIKV. A figura mostra os nove pares de iniciadores utilizados
para amplificagdo do genoma completo. Cada par de iniciadores amplifica uma regiao especifica e todos geram amplicons parcialmente sobrepostos. Figura
produzida com auxilio do software Geneious v 10.2.6.
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4.9 Purificacao por Polietilenoglicol (PEG)

Realizamos a purificagéo dos produtos gerados na PCR com o intuito de
remover bases e iniciadores que nao incorporaram duragao a reacao, utilizando
um protocolo de precipitacdo por PEG, (HUMPHREYS; WILLSHAW,
ANDERSON, 1975) adaptado por nosso grupo de pesquisa. O produto de PCR
era transferido para um microtubo de 1,5mL ao qual era adicionado o PEG 8.000
a 20% (PEG — Promega, Madison, WI, USA, Cat. V3011) na propor¢ao 1/1. Esta
mistura era mantida em incubacao a 37°C por 15 minutos. Apos esta etapa era
realizada centrifugacéo a 13.000g por 15 minutos e em seguida o sobrenadante
era descartado sendo entdo adicionados 125uL de etanol 80% ao microtubo
seguido de centrifugacdo a 12.000g por 2 minutos com descarte do
sobrenadante. A fim de remover todo etanol, o microtubo era colocado para
secar a 37°C por 15 minutos no concentrador de DNA a vacuo Mivac (Genevc
SP Scientific) e em seguida o DNA era ressuspendido em 35uL de agua livre de
nucleases. Apos a purificagdo, o produto de PCR era quantificado em
espectrofotometro (Biodrop Duo — Biochrom) para determinar o volume

necessario a ser utilizado na reacdo de sequenciamento.

4.10 Sequenciamento do genoma viral por eletroforese capilar

Para as reacbes de sequenciamento utilizamos os nove amplicons
previamente purificados do plasma e das passagens 5,10,15, 20, 25, 30 e 33 do
virus em cultura de células.

Com a finalidade de obter a sequéncia do genoma completo, foram
utilizados 54 iniciadores (QUICK, 2017), sendo 27 no sentido senso e 27 no
sentido anti-senso. As reacgdes foram realizadas com o Kit BigDye® Terminator
v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems, cat.: 4336917) para um volume final
de 10pl utilizando 0,3ul de BigDye (0,075X final); 0,32uM de cada primer
demonstrados na tabela 3; tamp&o 1X, além do produto da PCR de acordo com
a concentragdo ideal para o tamanho de cada fragmento (aproximadamente
20ng) e H20 livre de nucleases q.s.p. 10ul. Preparado o mix, a placa era levada
ao termociclador VERITI (Applied Biosystems), onde foi seguido o programa
96°C/ 1" — 20X [96°C/10” — 55°C/15” — 60°C/2’] 10X [96°C/2" — 55°C/15” —
60°C/3’]1 4°C/.
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Ao final das reacdes, os produtos eram purificados por precipitacdo com
EtOH/EDTA/Acetado de Sodio. Apds a purificagdo da reacdo de
sequenciamento acrescentava-se 10ul de formamida HI-DI em cada poco, a
placa era aquecida a 95°C por 1 minuto e levada ao sequenciador automatico
ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems), instalado na plataforma de
gendmica do Instituto Lednidas e Maria Deane — Fiocruz Amazonas.

Os dados gerados pelo sequenciador foram analisados utilizando o
software Geneious v10.2.6 para montagem dos contigs de cada amostra e
identificacdo de variantes genéticas.

Tabela 3 — Iniciadores utilizados na reagao de sequenciamento.

Amplicon Primer Sentido
ZIKV 400_1L S
ZIKV 400_4R AS
Amolicon 1 ZIKV 400_1R AS
mpicon ZIKV 400_3L s
ZIKV 400_2R AS
ZIKV 400_4L S
ZIKV 400_5L S
ZIKV 400_8R AS
|' ZIKV 400_5R AS
Amplicon 2 ZIKV 400_7L S
ZIKV 400_6R AS
ZIKV 400_8L S
ZIKV 400_9L S
ZIKV 400_12R AS
PR ZIKV 400_9R AS
ZIKV 400_11L S
ZIKV 400_10R AS
ZIKV 400_12L S
ZIKV 400_13L S
ZIKV 400_16R AS
. ZIKV 400_13R AS
Amplicon 4 ZIKV 400_15L S
ZIKV 400_14R AS
ZIKV 400_16L S
ZIKV 400_17L S
ZIKV 400_20R AS
P ZIKV 400_17R AS
ZIKV 400_19L S
ZIKV 400_18R AS
ZIKV 400_20L S
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ZIKV 400_21L S

ZIKV 400_24R AS
Amplicon 6 ZIKV 400_21R AS
ZIKV 400_23L s
ZIKV 400_22R AS
ZIKV 400_24L S
ZIKV 400_25L s
ZIKV 400_28R AS
- ZIKV 400_25R AS
ZIKV 400_27L s
ZIKV 400_26R AS
ZIKV 400_28L s
ZIKV 400_29L s
ZIKV 400_32R AS
Amplicon 8 ZIKV 400_29R AS
ZIKV 400_31L s
ZIKV 400_30R AS
ZIKV 400_32L s
ZIKV 400_33L s
ZIKV 400_35R AS
|' ZIKV 400_34L s
Amplicon 9 ZIKV 400_33R AS
ZIKV 400_35L s
ZIKV 400_34R AS

4.11 Avaliacao da competéncia viral (fitness)

Os sobrenadantes de P1 e P33 que foram utilizados nos experimentos de
fitness viral foram inicialmente submetidos a reacdo de RT-qPCR em triplicata
para quantificacdo relativa do RNA viral pelo método comparativo AACt
(SCHMITTGEN; LIVAK, 2008) tendo como controle enddgeno o RPS, com a
finalidade de igualar as cargas virais presentes em cada uma dessas passagens.

O método AACt baseia-se na razdo da expressao relativa, em que se
comparam 0s niveis de expressao dos genes em dois grupos, tratado versus
controle (STEIBEL, 2009). Nesse ensaio o calculo da quantificacdo relativa &

realizado com a seguinte formula:

2- AACt, onde e ACt = gene alvo — Ct gene de referéncia
AACt = ACt amostra — ACt controle (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008).
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4.11.1in vitro

A andlise do fitness in vitro foi realizada em células C6/36 em placas de
24 pocos. Utilizamos o Moxi-Z para a contagem de células e também para saber
a viabilidade das mesmas, e foi possivel observar que estavam com 92% de
viabilidade. A placa foi preparada 24h antes da infeccdo, onde cada poco
continha 200.000 células.

Apbs 24 horas do preparo da placa, cada poco foi lavado com PBS 1X, e
os virus de P1 e P33 ja titulados por RT-gPCR utilizando o método AA Ct e com
a carga viral igualada, foram diluidos 1:10 em meio L-15 e utilizados para a
infeccdo das células C6/36. Apds a infeccao, o sobrenadante e as células de
cada poco foram recolhidos em duplicata em cinco tempos distintos: 24h P.I.; 48
P.l.; 72h P.I.; 96h P.l e 120h P.I. representados no esquema da figura 11.

Os sobrenadantes e células recolhidos, foram extraidos e testados por

RT-gPCR para a quantificacao relativa de RNA.

Mock 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h

1 Tt T T ]
Q0000
90 0000!

OOOOO)
OOOOOOL

g

o)

')

P33

o

Figura 11 — Representacdo do experimento da Competéncia viral em placa de 24 pocos.
Ap6s titulacao de P1 e P33, essas amostras foram utilizadas para infeccdo em células C6/36. Os
sobrenadantes e as células foram recolhidos conforme os tempos descritos, todos em duplicata.
Fonte: a autora.
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4.11. 2 in vivo
Os mosquitos utilizados neste experimento foram oriundos da colbnia de

Aedes aegypti estabelecida no laboratério de Ecologia de Doencgas
Transmissiveis na Amazonia (EDTA), setor entomologia. As fémeas utilizadas
tinham entre 3-5 dias de vida e foram privadas de agucar por 24 horas antes da
realizacédo do experimento.

Dois grupos de fémeas de Aedes aegypti foram submetidas a alimentagao
artificial com os virus de P1 e P33 titulados e com a carga viral igualada.

Foi utilizado um sistema de alimentacdo composto por alimentadores de
vidro cobertos por pele de pinto, conectados a um sistema de mangueiras ligado
a um banho maria, onde a 4gua é bombeada e mantida a temperatura de 37°C
(Figural2).

Figural2-Esquema de Infeccéo experimental dos mosquitos. Fonte: Laboratério de
Entomologia/EDTA ILMD - Fiocruz Amazonia.

Um grupo de fémeas foi alimentado com sangue, cujo soro foi
previamente inativado, contendo suspenséo viral de P1 e o outro grupo com P33.
Apos o tempo de alimentacdo, foram recolhidas 50 fémeas, de cada grupo,
totalmente ingurgitadas (figura 13). Essas fémeas foram transferidas para
gaiolas de plastico e mantidas a temperatura de 27°C, 70% de umidade relativa
e alimentadas com sacarose 10% ad libitum.
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Passados 8 e 12 dias da alimentacédo artificial, respectivamente, foram
retiradas 20 fémeas de cada grupo, que foram armazenadas a -80°C e
posteriormente foram maceradas e submetidas a extracdo de RNA e RT-gPCR.

Ao longo dos 12 dias, que foi tempo maximo de recolhimento dos
mosquitos infectados, foi verificada a mortalidade dos mosquitos de cada grupo

a cada 24 horas.
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Figura 13 — Representacdo do experimento in vivo. Foram alimentadas artificialmente 100
fémeas separadamente com os virus da titulagcdo do sobrenadante de P1 e P33. Feito isso, 50
fémeas ingurgitadas foram selecionadas aleatoriamente e armazenadas. Foram retiradas 20
fémeas de cada grupo nos determinados tempos. Fonte: a autora.

4.11.2.1 Maceragao dos mosquitos
As fémeas foram maceradas individualmente e utilizou-se o mosquito

inteiro. Cada fémea foi colocada em um microtubo de 2mL de fundo
arredondado, contendo 5uL de uma suspenséo de MS2 (bacteriofago) e 300puL
de uma solucdo de maceracdo, composta por 1% de antibidtico Anti-Anti

(Penicilina/estreptomicina/ Anfotericina B), 5% de soro fetal bovino e PBS 1X.
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Em seguida, beads de aco inoxidavel (QIAGEN) eram adicionadas a estes
microtubos. Seguia-se entdo para a etapa de maceracdo utlizando o
equipamento TissueLyser LT (QIAGEN), numa programacao de 50 Hz por 5
minutos. ApoOs esse procedimento, os microtubos eram centrifugados por 1
minuto e retirado 300uL desse sobrenadante que era transferido para outro

microtubo e seguia para a extracdo de RNA.

4.11.2.2 Extracdo de RNA dos mosquitos macerados

A extracdo de RNA deu-se com a utlizacdo do reagente Trizol®
(Invitrogen™) que foi realizada de acordo com o protocolo do fabricante. Em
resumo: 250uL do macerado foi transferido para um microtubo de 1,5mL seguido
de adicao de 750uL de Trizol. Essa mistura foi homogeneizada e incubada em
temperatura ambiente por 5 minutos. Posteriormente foi adicionado 200uL de
cloroférmio, seguido de uma nova homogeneizac¢éo e incubacdo em temperatura
ambiente por 10 minutos. Apés incubacao, os microtubos foram submetidos a
centrifugacéo 12.000g por 15 minutos a 4°C. A parte aquosa foi transferida para
um novo microtubo e neste microtubo foi adicionado 500 uL de isopropanol
absoluto. Apés nova homogeneizacao e incubacao por 10 minutos, o microtubo
foi novamente centrifugado a 12.000g por 10 minutos. Com isso foi retirado o
isopropanol e adicionado 1mL de etanol 75% diluido em agua livre de nucleases,
em seguida, centrifugado a 7500g por 5 minutos a 4°C. Retirou-se o etanol
cuidadosamente e foi deixado secar a temperatura ambiente por 20 minutos. O
pellet de RNA foi ressuspendido em 40uL de agua livre de nucleases e

armazenado no freezer -80°C, até a utilizagdo na reagcédo de PCR tempo real.

4.12 Analises dos dados
Todos os dados foram analisados posteriormente com estatistica

descritiva representando as variagdes encontradas no genoma viral ao longo do
processo de passagens em cultura de células C6/36. As analises e os graficos
foram realizados com o auxilio do software GraphPad Prism® v 6.0. Os
resultados dos testes de avaliagdo da competéncia viral foram comparados
através do método de AACt (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).
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A analise de dados da quantificacdo relativa foi realizada através da
ferramenta RQ disponivel em Thermo Fisher na Plataforma Cloud
(https:/Iwww.thermofisher.com/br/en/home/digital-science.html). Os resultados
dos ensaios in vivo: carga viral relativa detectados por RT-gPCR foram
analisados com Teste exato de Fisher, a significancia estatistica foi aceita
quando p<0,05.

As sequéncias foram editadas para remocdo de fragmentos de baixa
qualidade e montadas no Geneious com a ferramenta map to reference. Ao final

cada sitio do contig foi analisado manualmente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Cultura de Células
As células de Aedes albopictus (C6/36) séo utilizadas desde a década de

60 e sdo um modelo experimental essencial no estudo das interacfes de virus e
vetores em condi¢des in vitro (WALKER, 2014).

Estas células sé@o capazes de sobreviver de maneira independente em um
ambiente que ndo tenha as mesmas condi¢fes do tecido que séo provenientes
(WALKER,2014) e sdo frequentemente utilizadas para isolamento de arbovirus,
por esta razédo foi a linhagem utilizada nesse estudo.

A amostra obtida do soro do paciente foi inoculada em uma monocamada
de células C6/36. No tempo de 10 dias pos infeccdo o sobrenadante deste
in6culo foi retirado e submetido a extracdo de RNA e RT-gPCR para deteccao
do ZIKV cujo resultado foi positivo com Ct de 12,99 mostrando que as células
haviam sido permissivas a infecgéo e que o isolamento viral havia sido bem-
sucedido.

Tal como observado em nosso trabalho, outros autores conseguiram
isolar diversos arbovirus e o proprio ZIKV nesta linhagem de células (WALKER,
2014; BARRETO-VIEIRA, 2017; JASON, 2018).

Ao final do presente trabalho, foram realizadas 33 passagens do virus em
C6/36, em duas séries. Foi observado efeito citopético a partir da passagem P2
o qual podemos observar na figura 14. A monocamada de células da garrafa sem
infeccdo e a garrafa com infeccéo, desde o primeiro inoculo até a passagem final
P33 da série 1 e 2, podemos verificar que de uma monocamada com bastante
células, ha a reducdo e podemos notar o agrupamento dessas células e

alongamento das mesmas.
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P2 com 3 dias pds-infeccao. ¢) Mock de P33; d) Células infectadas com P32, no 3° dia pos

infeccdo.

Nossos resultados diferem de um estudo que avaliou a suscetibilidade de
diferentes células ao virus Zika, proveniente de um isolado de ZIKV de soro
paciente. Nesse trabalho com 5 dpi em células C6/36, nao foi observado efeito
citopatico apesar da carga viral ser progressiva (CHAN, 2016). Outros estudos
demonstram o surgimento de efeito citopatico com presenca de sincicios em
células C6/36 infectadas com ZIKV da linhagem asiatica (CHAN, 2016;
BARRETO-VIEIRA, 2017).

Um estudo monitorou os niveis relativos de RNA intracelular do ZIKV nas
células C6/36 em diferentes tempos a fim de identificar o tempo que os niveis de
replicacdo estavam mais altos, nesse trabalho houve aumento da carga viral ao
passar dos dias atingindo 10° log com 120h pi, aumentando um log a cada 24
horas (XIN, 2017).
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5.2 RT-qPCR em Tempo Real

As reacOes de RT-gPCR foram inicialmente realizadas neste trabalho
para acompanhar os isolamentos virais. A cada cinco passagens do virus nas
células C6/36 foi realizada uma reacédo para verificar se 0s isolamentos estavam
sendo bem-sucedidos. Ao término das passagens foi novamente utilizada esta
metodologia para avaliagdo do fithess, estes resultados sado apresentados no
topico de avaliacdo da competéncia viral.

A amostra utilizada para o desenvolvimento deste trabalho foi positiva
para ZIKV na reacdo de RT-gPCR apresentando um Ct de 26,81. Apds o
isolamento primério (P1) do virus presente nesta amostra em células C6/36 foi
realizada nova reacao de RT-qPCR e o Ct do isolado foi de 12,99.

Foram testadas também as passagens 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 33 de cada

uma das séries de passagens, o0s resultados sao apresentados na tabela 4.

Tabela 4 - Ct das passagens da Série 1 e 2.

—— Série 1 Série 2
Threshold Cycle (Ct) Threshold Cycle (Ct)
P5 14,28 14,31
P10 12,12 13,32
P15 13,36 12,51
P20 14,31 14,57
P25 12,96 13,01
P30 13,48 13,57
P33 13,11 13,74

N&o foi observada uma diferenca significativa entre os Cts das diferentes
passagens, entretanto, como este experimento era apenas para verificar a
eficiéncias das infec¢des, os valores de Ct ndo estdo normalizados frente a um
controle enddgeno, entdo nao podemos afirmar, com este resultado, que ndo ha

realmente diferenca no numero de cépias de material genético detectado.
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5.3 Sequenciamento

O material genético obtido da amostra 0305JFMB (P0O) e das passagens
P1, P30.1 e P30.2, foram submetidos a PCR convencional para amplificacdo do
genoma completo. Foram obtidos com sucesso 0s nove amplicons de cada uma
dessas amostras. Todos os amplicons foram previamente purificados sendo
submetidos a reacéo de sequenciamento capilar.

Apés as reacdes de sequenciamento conseguimos obter o genoma
completo de PO, P1, P30.1 e P30.2. As sequéncias obtidas foram analisadas e
utilizadas para alinhamento no software Geneious. A sequéncia obtida de PO foi
inicialmente submetida ao alinhamento nucleotidico, utilizando a sequéncia de
referéncia para ZIKV depositada no GenBank sob o numero de acesso
NC _035889. Posteriormente a sequéncia finalizada de PO serviu como
referéncia para o alinhamento e identificacdo de mutacdes das demais
sequéncias obtidas neste trabalho. A tabela 5 reline as mutac¢des encontradas
gquando comparamos a sequéncia de PO com P1, P30.1. e P30.2, visto as

mutacBes observadas em P30, estendemos até a passagem P33.

Tabela 5 - MutagcBes encontradas no genoma das passagens PO, P1 e P33. Em
negrito estdo destacadas as mutacdes ocorridas.

PO P1 P30.1 P30.2 P33.1 P33.2
nt pos | aa pos pos cod Tipo | PTN
codon| aa |[cddon| aa |cddon| aa kodon| aa (Codon| aa |codon| aa
3038 | 977 3 GTIT | V | GTY V | GTC | V | GTC V |GTC | V | GTC| V S | NS1
4200%| 1365 1 YTG L 171G L T1G L T1G L T1G L T1G L S [NS2A
5841 | 1912 1 GAC D GAC| D GAC D GAC D RAC | D/N | RAC | D/N | NS | NS3
6227%| 2040 3 AGA A AGR A |AGR | A AGR A AGR A AGR A S NS3
6274 | 2056 2 ATA | ATA | AYA | IJT | AYA | I/fT | AYA | IJT | AYA | I/T NS | NS3
7884%| 2593 1 TCC S CCC S CCC P CCC P CCC S CCC S NS | NS5
9208 | 3034 2 CAA Q CAA Q CAA Q |CCA**| P CAA Q | CAA Q NS | NS5

* Mutacdes em relacdo ao PO; ** Somente observado em P30.2.
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Estudos filogenéticos demonstraram que, apds o surgimento do ZIKV em
Uganda, o virus se espalhou e evoluiu para trés linhagens (oeste da Africa, leste
da Africa e asiatica) que parecem estar relacionadas a complicagbes clinicas
distintas no hospedeiro humano (ZHU, 2016). A caracterizacdo genémica do
ZIKV sugere que, durante a disseminacdo geografica, a linhagem asiatica
acumulou varias mutac¢des que podem ter influenciado na viruléncia e ocorréncia
de novas complicagfes clinicas associadas as infec¢des por ZIKV durante o
surto de 2015/2016 (YOKOYAMA, 2017).

Estudos suportam que o ZIKV, durante sua evolugcédo, vem acumulando
alteracdes genéticas que podem ter garantido alguma vantagem seletiva para a
adaptacao do virus e a disseminagcdo epidémica da linhagem asiatica. Esses
trabalhos investigaram experimentalmente o papel de algumas dessas
substituicGes de aminoacidos, e foi sugerida uma correlacédo entre alteracdes
genéticas e o aumento da patogenicidade em surtos recentes (YUAN, 2017; XIA,
2018).

Em nosso trabalho de modo geral, ocorreram sete mutacdes, nas regides
gue codificam para as proteinas ndo estruturais. Trés MutacBes sinbnimas,
aquelas que ndo modificam o aminoacido foram observadas, uma presente na
regido que codifica para a proteina NS1 no nucleotideo 3038. Outras duas
mutagcbes ocorreram, uma em relagdo ao plasma, porém nas passagens em
células nao foram observadas, respectivamente nas posicées 4200 que codifica
para a proteina NS2A e a terceira mutagao, no nucleotideo 6227 que resulta na
proteina NS3, nesse caso na primeira passagem houve uma populacdo mista
gue permaneceu até a Ultima passagem.

Mutacdes que ndo alteram as sequéncias de aminoacidos codificadas
pelos genes, sdo neutras em relagdo a mecanismos, mas tém impacto nas
caracteristicas estruturais dos RNAs (TUBIANA, 2015). A proteina NS1
desempenha um papel na patogénese da infeccdo por flavivirus através da
interacdo com imunidade inata (AKEY, 2014). Um estudo mostrou que apos o
ano de 2012, ocorreu uma mutacao ndo sinénima no gene da proteina NS1 do
ZIKV mudando de uma Alanina para uma Valina (A188V) na linhagem asiatica,
aumentando a infeccdo no mosquito e em cultura celular (LIU, 2017b). Outro
trabalho demonstrou que a NS1 da linhagem asiética, isolada em 2015 do
Suriname, inibiu a producéo de IFN-B in vitro (WU, 2017).

55



A proteina NS2A tem papel na montagem de flavivirus, esta envolvida na
replicacdo de RNA e na modulagao da resposta antiviral do hospedeiro (LEUNG,
2008). Estudos demonstraram que mutagdes no gene da proteina NS2A do virus
do oeste do Nilo, facilitaram a persisténcia da replicacdo in vitro e levou a
atenuacao na replicacédo viral in vitro e in vivo (WICKER, 2006; ROSSI, 2007).
Um estudo confeccionou um clone infeccioso contendo uma Unica substituicdo
de aminoacido (A175V) na proteina NS2A. Essa mutagdo levou a redugdo na
sintese de RNA viral em culturas de células de vertebrados e atenuacao in vivo
em camundongos. No entanto ndo foi verificado o impacto desta mutacdo em
invertebrados in vitro e in vivo (JURADO, 2018).

A primeira mutagédo nédo sindbnima, que muda o aminoacido, ocorreu em
relacdo ao plasma no nucleotideo 7884 no aminoacido 2593, onde temos uma
Serina um aminod&cido polar, que logo na primeira passagem em cultura de
células modifica para um aminoécido apolar, Prolina, na regido que codifica para
proteina NS5. Outra mutagcdo ndo sinbnima observada foi no nucleotideo 6274,
onde no plasma o aminoacido era uma Isoleucina (apolar) e na passagem 30
observamos uma popula¢do mista, para Treonina, um aminoacido polar.

Baseado nesses resultados aumentamos o numero de passagens afim de
verificar a sequéncia que seria majoritaria. Com isso uma nova mutagédo ndo
sinbnima foi detectada no nucleotideo 5841 no aminoacido 1912 que codifica
para a proteina NS3, de Acido aspartico para Asparagina. A Gltima mutacdo que
observamos foi no nucleotideo 9208, aminoacido 3034, alteracdo que, no
entanto, foi somente verificada na réplica de P30, o que pode ter ocorrido por
conta de surgimento de alguma populacao.

Uma cepa asiatica isolada no Japdo apresentou uma mutacdo de
nucleotideo guanina-adenina na proteina da membrana, resultando em
tamanhos menores de placa e menos viruléncia em células C6/36 apds do que
outras cepas asiaticas (KATO, 2017).

Um estudo com o virus do Oeste do Nilo, identificou uma substituicdo de
aminoacido T249P na helicase NS3, em uma cepa de baixa viruléncia. O
suficiente para gerar um fenétipo virulento in vivo, demonstraram que 0 mesmo
local (NS3-249) estava sujeito a evolucao adaptativa (BRAULT, 2007). Em outro
estudo foi demonstrado um alto nivel de apoptose em culturas de células Vero
infectadas com DENV, causado pela expressdo de NS2B/NS3 proativa,
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engquanto a expressado de NS2B/NS3 pro-inativa, contendo uma mutacéo His51
para Ala, reduziu significativamente a apoptose (SHAFEE, 2003). A regido da
proteina NS5 é reconhecidamente mais conservada na literatura para flavivirus
por conta da RNA polimerase dependente de RNA (GRANT, 2016), entretanto
em nosso estudo ocorreu uma substituicdo ndo sinbnima no nucleotideo 7775.
Estudos filogenéticos mostraram que as sequéncias de proteinas NS5 de
isolados de Zika de diferentes paises contém sinais filogenéticos unicos (WANG,
2016), sugerindo que a mutacdo em NS5 pode trazer mudancas na replicacédo
do RNA desde a substituicdo hidrofilica a hidrofébica (ADIGA, 2016).

Villordo verificou o impacto de mutacdes em populacdes de DENV em
células de mosquito e de mamiferos por 20 passagens consecutivas. 10
variantes diferentes que continham mutacBes pontuais e delecdes foram
significativamente enriquecidas em células de mosquitos. Em contraste, quando
o virus foi sucessivamente passado em células de mamifero (P10 e P20), apenas
poucas variantes virais foram selecionadas (VILLORDO, 2015).

5.5 Avaliacdo da Competéncia viral (Fitness)

Para os ensaios de avaliacdo da competéncia viral utilizamos P1 e P33.
Inicialmente verificamos se os titulos virais presente nessas passagens eram
iguais. Para isso, foi realizada a extracdo de RNA em duplicata dos
sobrenadantes de P1 e P33.1. No ensaio de RT-gPCR, foram normalizadas
frente a um controle, o RPS, num ensaio realizado em triplicata técnica. O
resultado da expressao relativa (AACt) onde assumisse que maior que 1 indica
maior carga viral relativa e abaixo de 1, menor carga viral relativa, mostrou que
P33 estava com maior carga viral relativa (4, 28) em relacdo a P1.

A guantificacdo relativa de RNA viral por RT-gPCR (carga viral) que tem
sido utilizada por outros autores (COFFEY, 2011) inclusive para realizar
experimentos de fitness. Coffey e colaboradores utilizaram essa metodologia
afim de avaliar o fitness do virus Chikungunya apoés ser inoculado em células de
mamifero e mosquito.

No entanto é relevante frisar que os resultados encontrados no fithess nao
podem ser considerados compativeis com a realidade das infec¢cbes naturais,
uma vez que foram realizados em condi¢cfes in vitro na titulacdo n&do foram

consideradas as particulas infecciosas.
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5.4.1 in vitro
5.4.1.1 Cinética da Carga Viral e Expressao Relativa nas células

Os virus de P1 e P33 titulados por RT-gPCR foram inoculados em placa
em duplicata. Nos tempos pré-estabelecidos foram recolhidos separadamente,
0 sobrenadante e as células de cada pogo que foram submetidos a extracdo de
RNA viral e posterior quantificagéo relativa por RT-qgPCR em triplicata.

No grafico 1 estdo demonstrados os valores de Ct do experimento do
fithess em funcéo das horas baseada na média de Ct das replicatas técnicas do

pellet em fungcéo dos 5 tempos submetidos.

Fitnhess C6/36 pellet
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Grafico 1 — Cinética da Carga Viral nas células. Cada ponto representa a média do
Ct da triplicata de P1 e P33 nos tempos estipulados. O comportamento da cinética de
producdo de particulas virais foi semelhante em ambas passagens, e o controle
enddégeno no pellet RPS se manteve estabilizado. Grafico gerado pelo software
Graphpad prism 6.

As células C6/36 foram utilizadas no estudo de Xin, onde foram
investigadas as proteinas hospedeiras envolvidas no processo de infec¢ao pelo
ZIKV, uma cinética da replicacao foi gerada, das particulas no interior celular.
Eles verificaram que no tempo de 96 horas pos infeccdo foi o tempo de maior
replicacéo (XIN, 2017).

No nosso trabalho, com 24 horas pos infeccdo, a carga viral medida

através do Ct tanto de P1 quanto P33 teve comportamento semelhante. Em
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ambas passagens a carga viral aumentou no tempo de 48 horas. A partir do
tempo de 72h elas se igualam e permanecem assim até o tempo de 120 horas.

A queda de Ct observada no tempo de 72h quando comparada com 24h
foi de cerca de 5 Cts, vale ressaltar que a cada variacao de 3.3 Cts para baixo,
ha um aumento de 10 vezes do numero de coOpias do material genético
detectado. Com 72 horas observamos o pico de producao viral no pellet celular
para ambos os virus, P1 e P33. Com 96 horas pds infeccdo manteve 0 mesmo
comportamento e em 120 horas comecaram a diminuir os titulos virais,
observado com o aumento do Ct.

Os resultados do experimento em triplicata foram importados em formato
eds. para a Thermo Fisher Cloud onde uma ferramenta de quatificagéo relativa
(RQ) gerou os graficos pelo algoritmo AACt.

Podemos observar que no tempo de 24h, P33 estava com uma carga viral
1,42 vezes maior que P1 No entanto com 96 horas P1 e P33 tem expressoes
praticamente iguais e com 120 horas.
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Gréfico 2 - Expressao relativade P1 e P33 nas células. Neste grafico estdo dispostas a expressao
para ZIKV P33 em relagcédo a P1 Com 24horas, P33 esta mais expresso no interior celular em relacéo
a P1. Gréfico gerado pela Thermo Fisher Cloud.
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5.4.1.2 Cinética da Carga Viral e Expressao Relativa no Sobrenadante

Os sobrenadantes de P1 e P33 colhidos do experimento em réplicas
foram submetidas as mesmas analises que as células. Os Cts estdo

demonstrados no grafico 4.

Fitness C6/36 sobrenadante
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Gréfico 3 — Cinética da Carga Viral no Sobrenadante. Cada ponto representa a
média do Ct da triplicata de P1 e P33 nos tempos estipulados. O comportamento da
cinética de producéo de particulas virais demonstrou que 24h pés infecgdo a média de
ct das triplicatas do sobrenadante de P33 tinha cargas virais menores pos infeccdo em
relacéo a P1. O controle endégeno no sobrenadante, o0 MS2 nao variou. Gréfico gerado
pelo software Graphpad prism 6.

Nesse experimento o MS2 foi utilizado como controle endégeno. Em 24
horas pos infeccdo a média de Ct de P33 é tardio com média entre 25, enquanto
de P1 tem média 23 de Ct. Em 48 horas p6s infeccdo ha uma queda de Ct, onde
ambas as passagens tém o mesmo comportamento enquanto a média de Ct,
entre 16. Com 72 horas, 96 horas e 120 horas ha diminuicdo em média de 1 Ct
entre os tempos, onde em 120 horas P1 e P33 estdo em média com Ct de 14.

Ao avaliar a expressao relativa do sobrenadante no grafico 4, observamos
que em 24 horas pos infeccdo P1 estava com 1,00 maior carga viral relativa em
relacdo a P33 com 0,37. No entanto em 48 horas apoés a infeccado P33 esta com
maior carga viral relativa, com 2,40 mais que P1 que permanece com a carga
viral relativa com 1,00 até 120 horas. Esse comportamento em P33 tem uma
queda em 72 horas, onde encontrasse 1,42, em 96 horas esta com a carga viral

relativa de 0,33 e em 120 horas com 0,93 menor em relacédo a P1.
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Gréfico 4 - Expressao relativa de P1 e P33 no sobrenadante. Neste grafico estdo dispostas a
expressao para ZIKV de P1 e P33 e o MS2em funcao do tempo. Em 24 horas, P1 esta mais expresso,
no entanto em 48 horas ha uma inversao onde P33 encontra-se mais expresso, o que permanece até
72 horas pos infeccdo. P1 tem sua expressdo aumentada em 96 horas enquanto P33 esta diminuindo.
Em 120 horas é quando ambas se igualam. Grafico gerado pela Thermo Fisher Cloud.
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5.4.2 in vivo
Quando analisamos o impacto das mutacdes ocorridas em P33 adaptado

em cultura de células de Aedes albopictus in vitro numa espécie diferente, Aedes
aegypti in vivo, observamos o numero reduzido de positivos do grupo alimentado
com P33. No gréfico 5, dos individuos com 8 dias pés-infeccdo (dpi) dezessete
de vinte foram positivos de P1 no RT-gPCR e em 12 dpi, quatorze de vinte. Dos
alimentados com P33, com 8 dpi, dez foram positivos dos vinte assim como em
12 dpi.

Uma mutacdo de base Unica no genoma do virus Chikungunya levou a
um aumento na sua capacidade de infectar o Aedes albopictus, gerando assim
uma grande epidemia na Asia, uma vez que este vetor é abundante nesta regiéo.
Este caso mostra que mutacdes podem ser determinantes inclusive para o
aumento da capacidade de infec¢cdo, no qual houve ganho de competéncia em
um vetor (TSETSARKIN, 2007).

a) Aedes aegypti- 8 dias p.i. b) Aedes aegypti- 12 dias p.i.
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Grafico 5 — Médias de Ct dos mosquitos alimentados com P1 e P33. A) representando média de Ct dog

mosquitos infectados. 8 dias pos infeccdo. Neste experimento de um total de 20 mosquitos alimentados com
P1, 17 foram positivos e de P33, 10 foram positivos de 20. b) Média de Ct dos alimentados com P1, 14 foram

positivos dos 20. De P33, 10 de 20.
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Foi realizado o teste exato de fisher, no grafico 6 observamos que nao ha
significancia estatistica em 8 dpi entre os valores de positivos de P1 (quatorze)
de P33 (dez). Dos individuos com 12 dpi P1 (dezessete) e P33 (dez) o teste

exato de fisher mostrou significancia estatistica, p < 0,04, odds ratio 5,667.

a) Aedes aegypti - 8 dias p.i. b)
Aedes aegypti - 12 dias p.i.
15 c 20 - P
P33
15+
10+
10+
;-
‘-
C | 1 & | |
RT-qPCR pos RT-qPCR Neg RT-qPCR pos RT-qPCR Neg

Grafico 6 — Estatistica do niumero de positivos e negativos in vivo. O teste exato de fisher demonstrou
que nos individuos positivos de P1 e P33 com 8 dias D.P.l, ndo houve significAncia estatistica. No entantg
com 12 dias entre os dezessete individuos positivos de P1 e os dez de P33, houve significancia estatistica,
\Valores significativamente distintos (p-valor<0,04). Grafico gerado pelo software Graphpad prism 6.

Ao longo dos 12 dias, que foi tempo maximo de recolhimento dos
mosquitos infectados, 5 individuos infectados com P33 haviam morrido.
Enquanto apenas 1 de P1. No entanto essa mortalidade n&o é refletida nos
resultados de carga viral relativa. No gréafico 7 a carga viral relativa dos individuos
positivos frente ao controle endégeno RPS, demonstram que P1 apresentava

carga viral relativa maior em relacdo a P33, e manteve essa condigdo em 12 dpi.
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Grafico 7 — Carga viral relativa do experimento in vivo. a) com 8 dpi a carga viral relativa nos mosquitos
infectados com P33 era 45% do que foi observado em P1. b) Em 12 dpi a carga viral relativa de P33 diminuiu
em relacdo ao 8° dia, com 37% do gue foi observado para P1. Gréfico gerado pela Thermo Fisher Cloud.
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6. CONCLUSAO

No presente trabalho o virus Zika foi isolado e passado continuamente em
cultura de células C6/36, o que deu origem a 33 geracdes em réplicas do virus.
Amostra de paciente, P1, P30.1, P30.2, P33.1 e P33.2 foram escolhidas para
obtencdo do genoma completo. Foram observadas sete mutagcdes com o
sequenciamento capilar.

N&o podemos excluir outras mutacdes por conta de regides de baixa
qualidade ou outras mutacdes que poderiam ser observadas no sequenciamento
de auto desempenho, como NGS — Next Generation Sequencing, afim de avaliar
0 surgimento de subpopulacgdes.

Uma mudanca de aminoéacido (2593) foi observada desde P1 em relacéo
a PO (plasma) que se manteve. Nenhuma mutagao nas regides 5’'UTR, 3'UTR,
Capsideo, prM, Envelope, NS2B, NS4A e NS4B foram observadas.

O fitness in vitro nas células demonstrou aumento das cépias de RNA viral
de P33 em 24/48/72 horas pos infeccdo. O fitness in vitro no sobrenadante
mostrou que P33 em 48/72 horas teve maior producédo no sobrenadante e em 96
horas diminuiu.

Os resultados deste trabalho reforcam a necessidade de se comparar o
comportamento de P1 e P33 em outros sistemas bioldgicos, outras linhagens
celulares, visto que as proteinas de ZIKV podem influenciar a forma que os
componentes virais interagem com a célula hospedeira e, assim, podem modular
sua infectividade em diferentes substratos celulares.

O fitness in vivo em Aedes aegypti em ambos os tempos a carga viral
relativa de P33 foi inferior a de P1. Sugerimos comparar P1 e P33 in vivo com
Aedes albopictus, que teve o virus adaptado a sua célula.

Avaliamos a expressao relativa baseada na carga viral, com isso esses
experimentos do fithess seréo repetidos com os virus titulados por citometria de

fluxo ou outro método que mensure virus infeccioso.
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8. ANEXOS

8. 1 Estatistica Ct Aedes aegypti 8 DPI

— A B
Jika RPS
L3 Mean 5D N Mean _ N
i P1 2.320 14 28521 3035 Fal]
2 |Pa3 1.715 | 10 25338 1403 20
a | |
o A I B C )
P1-ZIKY | P1-RPS | P33-ZIKV | P33-RPS
el |
Number of values 14 20 10 19
Minimum 12.78 | 20,67 16.54 2128
25% Percenfile 17.15 |2322 17.78 21.85
Median 18.684 - 2ray 18.75 23
75% Percentile 20.12 | 28 88 19.94 28.72
Maimum 22 60 | 30.44 22 53 30.80
Mean 18,68 | 26.52 18.98 2522
Sid. Deviation 2.320 - 3.039 1,715 3.453
Std. Error of Mean 0.6199 | 06795 0.5422 0.7922
Lower 95% C| of mean 1731 | 25.10 17.75 23 55
Upper 95% Cl of mean 19.99 . 2794 20220 26.88
85% Cl of median
Actual confidence laval 9871% | 95.86% 87 B5% 98.08%
Lower confidence limit 17.06 | 23 82 1738 21.85
Upper confidence (imit 20.79 . 28.65 20.61 28.72
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8. 2 Tabela de Contingéncia Aedes aegypti 8 DPI

Contingency
]
1 | Table Analyzed Mosq pos 8 dias
2
3 | Fisher's exact test
4
B8 Puale 0.3332
6 P value summary ns
7 One- or two-tailed Two-tailed
8 Statistically significant? (alpha<0.05) | No
9
10 | Strength of association
11
12
13 | Odds rafio 2.333
14 95% confidence interval 0.6374 to 8.541
15
16 | Data analyzed P1 P33 Total
17 |RT-qPCR pos 14 10 24
18 |RT-gPCR Neg ] 10 16
19 | Total 20 20 40
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8.3 Estatistica Ct Aedes aegypti 12 DPI

Col Siate I A B c D
P1 - ZIKV P1-RPS P33 - ZIKV P33-RPS
. v Y
04| Number of values 17 19 10 20

Minimum 13.86 2195 13.74 21.16
25% Percentile 14.40 24 57 14 46 2205
Median 15.16 2777 16.66 28.79
75% Percentile 16.05 28.83 18.16 2943
Maximum 2547 anas 18.41 30.20
Mean 15.92 26.84 16.41 2663
Sid. Deviation 2818 2.755 1.750 3.667

Sid. Error of Mean 0.6836 0.631%9 0.5533 0.8158
Lower 95% Cl of mean 1447 25.51 15.16 24.91
Upper 85% Cl of mean 17.37 2B.16 1767 28.34

95% Cl of median

Actual confidence level 95.10% 88.08% 87.85% 95.86%
Lower confidence limit 14 .42 24 57 14 36 2210
Upper confidence limit 15.91 28.83 18.26 29.38

©

78



8. 4 Tabela de Contingéncia Aedes aegypti 12 DPI

Contingency

1 | Table Analyzed Mosq pos 12 dias

2
3_. Fisher's exact test

4

5 P value 0.0407

6 P value summary "

7 One- or two-tailed Two-tailed

8 Statistically significant? (alpha<0.05) | Yes

9
MO strength of association

1

12

13 | Odds ratio 5.667

14 95% confidence interval 1.254 to 25.62

15

16 | Data analyzed P1 P33 Total
17 |RT-gPCR pos 17 10 27
18 | RT-gPCR Neg 3 10 13
19 | Total 20 20 40
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