UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
INSTITUTO LEONIDAS E MARIA DEANE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE,
SOCIEDADE E ENDEMIAS NA AMAZONIA

MICROEVOLUCAO IN VITRO DO VIRUS DENGUE, SOROTIPO-4:
ESTUDO DE VARIACOES GENETICAS ASSOCIADAS AO AUMENTO
DA COMPETENCIA VIRAL

VALDINETE ALVES DO NASCIMENTO

Manaus
2014



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
INSTITUTO LEONIDAS E MARIA DEANE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE,
SOCIEDADE E ENDEMIAS NA AMAZONIA

VALDINETE ALVES DO NASCIMENTO

I\/IICROEVOLUQAOJN VITRO DO VIRUS DENGUE, SOROTIPO-4:
ESTUDO DE VARIACOES GENETICAS ASSOCIADAS AO AUMENTO
DA COMPETENCIA VIRAL

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo em Salde, Sociedade e Endemias
na Amazonia, da Universidade Federal do
Amazonas, como requisito necessario para a
obtencdo do titulo de Mestre em Salde,
Sociedade e Endemias na Amazonia.

Linha de Pesquisa: Biologia de agentes
infecciosos e parasitarios.

Orientador: Dr. Felipe Gomes Naveca

Manaus
2014



Ficha Catalografica

Ficha catalografica elaborada automaticamente de acordo com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

Nascimento, Valdinete Alves do
N244m Microevolucéo in vitro do virus dengue, sorotipo-4: estudo de
variacSes genéticas associadas ao aumento da competéncia viral /
Valdinete Alves do Nascimento. 2014
76 f.:il. color; 31 em.

Orientador: Felipe Gomes Naveca
Dissertacdo (Mestrado em Saude, Sociedade e Endemias na
Amazénia) - Universidade Federal do Amazonas.

1. Arbovirus. 2. Dengue. 3. Evolucéo. 4. Genémica. 5.
Competéncia viral. |. Naveca, Felipe Gomes II. Universidade
Federal do Amazonas llI. Titulo




VALDINETE ALVES DO NASCIMENTO

MICROEVOLUCAO IN VITRO DO VIRUS DENGUE,
SOROTIPO-4: ESTUDO DE VARIACOES GENETICAS
ASSOCIADAS AO AUMENTO DA COMPETENCIA VIRAL

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Saude, Sociedade e Endemias na
Amazbnia, da Universidade Federal do
Amazonas, em convénio com o Centro de
Pesquisa Leonidas & Maria Deane (CPqLMD-
FIOCRUZ) e Universidade Federal do Par,
como requisito parcial para a obtengdo do titulo
de Mestre em Saide, Sociedade e Endemias na

Amazonia.
Aprovado em 28 de agosto de 2014
BANCA EXAMINADORA
) >
/ //
__— =3 .

1

Prof. Dr.Felipe Gomes-Naveca (presidente)
Centro de Pesquisa Lednidas & Maria Deane (CPqLMD-FIOCRUZ)

/7 ~ ] A
2/ 12402404

Profa. Dra. Camila Malta Romano (membro)
Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo

ol

Prof. Dr. Gonzalo José Bello Bentacor (membro)
Instituto Oswaldo Cruz — IOC/FIOCRUZ




DEDICATORIA

Com todo carinho eu dedico esta conquista a minha
mde Ivanete e meu pai Aldi, meus grandes
exemplos de vida e os maiores tesouros que eu
possuo. Cada passo que dou em busca dos meus
sonhos e cada vitéria alcangada € para eles
também. Com muito amor.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, sem o qual nada sou, pelo dom da vida, pela forca concedida
a cada dia e por se mostrar sempre presente na minha vida, realizando maravilhas e

orientando-me nas minhas escolhas.

A minha amada familia, minha mae Ivanete e meu pai Aldi, dois guerreiros e batalhadores
que tenho muito orgulho e admiracdo. Agradeco por todo amor a mim dedicado, todo o
carinho, apoio e incentivos em todos 0s momentos e pelo esforco para proporcionarem minha
educacdo permitindo que eu chegasse até aqui. O mérito é deles também. E ao meu irméo
Valdenir pelo amor e apoio essencial em todos 0s momentos e por torcer sempre pelas minhas

vitorias.

Ao meu orientador Felipe Naveca, que tive a felicidade de conhecer no ano de 2009 e desde
entdo vem exercendo importante papel na minha formacdo profissional. Agradeco pela
orientacdo recebida, por todo o apoio fundamental no desenvolvimento deste trabalho, por
todos os ensinamentos repassados, pelas demonstracbes de confianca que s&o muito
importantes para mim e também pela amizade construida ao longo desse periodo. Meu muito

obrigada.

Aos meus amigos do coracdo Ricardo e Giselle por sempre me apoiarem e incentivarem a
seguir em frente. Pelo companheirismo, chegando ao ponto de ir ao laboratério simplesmente

para me fazer companhia e eu ndo ficar sozinha.

Ao Tiago, meu namorado, pelo carinho, incentivo e compreensdo em todos 0s momentos de
falta, que foram muitos, e por me ceder sua internet nos momentos em que a minha

simplesmente resolvia ndo funcionar.

Ao amigo Victor Costa, por toda ajuda fornecida no desenvolvimento deste trabalho e por sua
atuacdo fundamental nas reac6es de sequenciamento, principalmente por NGS e também pelo

apoio e companhia nos momentos que precisei.

As amigas Tati, Dana e Brenda pela companhia agradavel no laboratério, pelo incentivo e
torcida sincera por minha conquista e por realizarem eletroforese nos momentos que eu

precisava permanecer livre de amplicons para dar seguimento a outros experimentos.



A Dra Claudia Rios, pelo incentivo e pelas palavras de forca e perseveranga nos momentos
dificeis. Também por disponibilizar seu tempo no desenvolvimento de um plano alternativo

para a realizacéo deste mestrado.

Aos amigos Antonio e Juci que mesmo sendo alunos de outro programa de Mestrado
conseguimos dividir muitos momentos, principalmente os mais desesperadores quando tudo
parecia dar errado e assim fomos construindo uma amizade. Agradeco pelo apoio e torcida

sincera.

As amigas Thais e Fernanda que mesmo estando longe nunca deixaram de me apoiar e sempre

me davam palavras de forga. Agradeco o apoio, torcida e preocupacao de voces.

As amigas mais implicantes que eu tenho, Fran, Priscila e Erica, pela torcida sincera, pelo
apoio e incentivo sempre fornecidos e por compreenderem meus horarios e aceitarem se

encaixar neles para que eu pudesse continuar participando de nossas reunides.
Ao Yury e George pelo apoio na realizacdo dos experimentos de citometria.

Aos colegas da turma de mestrado, pelos momentos compartilhados principalmente durante a

realizacdo das disciplinas do curso.

Ao ILMD - FIOCRUZ/AM pela oportunidade de ampliar meus conhecimentos com a
realizacéo deste trabalho.

A CAPES pela bolsa de mestrado concedida.

A todos que sempre torceram por mim e que direta ou indiretamente colaboraram para essa

conquista.



“Os dias correm, somem e com o tempo nao vao voltar. S6
h& uma chance para viver. Nao perca a forca e o sonho,

ndo deixe nunca de acreditar que tudo vai acontecer”

Rosa de Saron



RESUMO

O virus Dengue (DENV) pertence a familia Flaviviridae e ao género Flavivirus, sendo
reconhecidos quatro sorotipos distintos denominados DENV-1 a DENV-4. Assim como 0S
demais virus RNA, o DENV exibe variacdo em suas sequéncias, com uma taxa de erro
durante o ciclo de replicacdo estimada em 10 a 10” erros/nucleotideo. Essas variacdes s&o
observadas ndo sé quando analisadas amostras de diferentes individuos, mas também dentro
de um mesmo hospedeiro. Considerando a necessidade de uma maior compreensdo dos
mecanismos relacionados ao processo evolutivo do DENV e a emergéncia de subpopulacdes
virais, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a microevolucéo in vitro do virus dengue,
sorotipo-4, analisando a existéncia de variacOes genéticas associadas ao aumento da
competéncia viral (viral fitness). Para tanto, uma amostra do DENV-4 denominada
BROO5AM_2015 foi inoculada em células C6/36, sendo realizadas passagens seriadas do
virus nesta linhagem celular até a passagem 25. Finalizadas as passagens, foi realizada
extracdo do RNA viral e o cDNA foi produzido utilizando iniciador especifico para DENV-4.
O genoma completo da amostra BROO5SAM_2015 e das passagens 1, 5, 10, 15, 20 e 25 foi
obtido pelo método Sanger utilizando sequenciador automatico ABI 3130 genetic analyzer e
por meio de sequenciamento de nova geracdo (NGS) utilizando a tecnologia lon Torrent no
equipamento Ton PGM™ System. Os arquivos gerados apds as reacfes de sequenciamento
foram analisados utilizando o software Geneious versdo 7.1.7. A analise dos dados fornecidos
pelo sequenciamento de Sanger mostrou que no decorrer das passagens ocorreram duas
substituicdes de nucleotideos, sendo uma na regido codificante para a proteina do envelope
que resultou na substituicdo de um residuo de aminoacido e outra na regido da proteina NS1,
porém esta foi uma mutacao silenciosa. Os resultados do NGS corroboraram com o0s obtidos
pelo sequenciamento de Sanger e apresentaram outras dezessete mutacdes ndo observadas
pelo método anterior, sendo as mesmas nas regides codificantes para as proteinas E, NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5. Do total de mutacbes observadas, seis delas
resultaram em substitui¢do de residuo de aminoacido. Considerando as mutacdes observadas,
realizamos o estudo de cinética viral por RT-gPCR utilizando o método de AACt que indicou
um aumento do ndmero de copias de RNA viral, dependente do tempo pés-infeccdo, tanto
presente no sobrenadante de células infectadas quanto no interior das células, indicando um
possivel aumento da competéncia viral. Outros estudos se tornam necessarios para confirmar
se as mutacOes aqui encontradas também ocorrem em células de mamiferos e em sistemas in
vivo, de maneira a verificar se o0 aumento do fitness viral observado neste estudo se repete em
outros sistemas.

Palavras chave: Arbovirus, Dengue, Evolucdo, Gendmica, Competéncia Viral
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ABSTRACT

Dengue virus (DENV) belongs to the family Flaviviridae and the genus Flavivirus, being
recognized as four distinct serotypes termed DENV-1 to DENV-4. Like other RNA viruses,
DENV displays variation in their sequences, with an error rate during replication cycle
estimated at 10 to 10 errors / nucleotide. These variations are observed not only when
samples from different individuals are analyzed, but also within the same host. Considering
the need for a better understanding of related mechanisms of DENV evolutionary process and
the emergence of viral subpopulations, this study aimed to evaluate the in vitro
microevolution of dengue virus serotype-4, analyzing the existence of genetic variations
associated with increased viral fitness. For this purpose, a sample of DENV-4 called
BROO5AM_2015 was inoculated in C6/36 cells and 25 serial passages were performed. After
these passages, viral RNA extraction was performed and the cDNA was produced using a
specificDENV-4 primer. The full-length genome of the sample BROO5AM_2015 and
passages 1, 5, 10, 15, 20 and 25 were obtained by the Sanger method using the ABI 3130
Genetic Analyzer and by Next-Generation Sequencing (NGS) using the lon Torrent
technology. The files generated after the sequencing reactions were analyzed using Geneious
software version 7.1.7. The analysis of the data provided by the Sanger sequencing has shown
that during the 25 passages, two nucleotide mutations occurred, one in the region which
encodes for the envelope protein, resulting in the substitution of an amino acid residue T501P,
and other silent mutation at NS1 gene. The results of NGS corroborate those obtained by
Sanger sequencing. Moreover, seventeen other mutations not previously observed, being the
same in the coding regions for proteins E, NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B and NS5.
Of the total observed mutations, six of them led to residue substitution. Considering the
observed amino acids substitutions, we conducted a study of viral kinetics by RT-qPCR using
the AACt method which indicated a time-dependent increase in the number of copies of viral
RNA present in both the supernatant or inside the infected cells, indicating a possible increase
of the viral fitness. Other studies are necessary to confirm if the mutations described here also
occurs in mammalian cells or in vivo systems, as well as to verify if the observed increase in
viral fitness occurs in other systems.

Keywords: Arbovirus, Dengue, Evolution, Genomics, Viral fitness
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1 INTRODUCAO

Os arbovirus sédo importantes agentes causadores de doenca humana em regides
tropicais e subtropicais. Mantém-se na natureza em ciclos envolvendo hospedeiros
vertebrados e vetores artropodes (CIOTA; KRAMER, 2010), dentre os quais destaca-se 0
virus Dengue (DENV) como arbovirus mais prevalente em todo mundo.

A infeccdo pelo DENV pode ser assintomatica ou resultar em uma doenca de amplo
espectro clinico, variando de uma forma leve e ndo diferenciada, até formas mais graves,
caracterizadas pelo extravasamento do plasma, trombocitopenia e hemoconcentragéo,
podendo em casos extremos levar ao 6bito. Desde 0 ano de 2009 a organizacdo mundial da
salde redefiniu a categorizacéo dos quadros de dengue que hoje séo classificados em febre do
dengue; dengue com sinais de alarme e dengue grave (WHO, 2009).

Estudos evolutivos demonstram que a diversidade dos DENV estd aumentando, bem
como, a diferenca de viruléncia entre as cepas virais (HOLMES; BURCH, 2000). Este
aumento pode ocorrer por fatores como a elevada taxa de recombinacéo e fluxo génico ou
ainda pela densidade aumentada de hospedeiros humanos. Um ponto a ser destacado é que
esse possivel aumento de diversidade pode conduzir a uma maior competicdo entre 0s tipos
virais e assim, em uma epidemia podem circular diferentes variantes virais, sendo
selecionados virus mutantes que obtiverem mais sucesso replicativo (HOLMES; BURCH,
2000; RICO-HESSE et al., 1998).

Como consequéncia desta diversidade, com o passar do tempo poderemos estar
expostos a virus capazes de atingir maiores niveis de viremia e com uma gama maior de
propriedades patogénicas, uma vez que estudos indicam a presenca de mutagcdes em regides

especificas do genoma viral como possiveis determinantes para aumentar ou diminuir a
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viruléncia da cepa (LEITMEYER et al., 1999; SANCHEZ; RUIZ, 1996) bem como podem
estar associadas ao aumento da transmissao do dengue (LAMBRECHTS et al., 2012).

Considerando a lacuna existente no conhecimento da circulacdo de subpopulagdes do
virus; a necessidade de um melhor entendimento dos mecanismos relacionados a mutagdes no
genoma viral e a emergéncia de subpopulacGes, bem como o fato de que o controle eficiente
da dengue requer entre outros aspectos o conhecimento do virus circulante (RICO-HESSE,
2003), torna-se importante compreender 0s processos que geram variabilidade genética em
populacdes do DENV, e neste contexto, é imprescindivel a realizacdo de estudos que
contribuam com a elucidacdo de tais questdes.

Assim, o presente trabalho pretende contribuir com a ampliacdo dos conhecimentos
sobre o processo de adaptacdo (selecdo) do virus dengue, em especial do sorotipo 4, em
cultura de células de mosquito, descrevendo as mutacdes observadas no genoma viral ao
longo de passagens sucessivas e verificar se as mesmas estdo relacionadas ou ndo ao aumento

da competéncia viral.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Dengue

2.1.1 Aspectos Epidemioldgicos

Dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) mostram que a dengue é um dos
principais problemas de saude publica mundial com um cenério preocupante, no qual a
doenca se mostra presente de forma epidémica em mais de 100 paises, tendo
aproximadamente 2,5 bilhdes de pessoas vivendo em area de risco para a doenca (figura 1) e

um numero estimado de 50 — 100 milhGes de casos anuais em todo o mundo (WHO, 2014).

7 5 A January isctherm
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Countries or areas where :
dengue has been reported The contour ines of the January and July isctherms indicate areas at risk. defined by the geographical limits of the northern and
southern hemisphares for year-round survival of Aedes aegypt, the principal mosquito vector of dengue viruses.

Figura 1: Mapa representativo dos paises ou areas de risco para dengue no mundo. Em amarelo estdo
destacadas as regides onde a doenca tem sido registrada. Fonte:http://gamapserver.who.int/mapLibrary.

As regides das Américas, do Sudeste Asiatico e do Pacifico Ocidental sdo as mais
afetadas, onde um numero crescente de casos vem sendo registrados a cada ano. Nestas
regides 0s casos registrados ultrapassaram 1,2 milhdes em 2008. No ano de 2010
ultrapassaram 2,3 milhdes e recentemente 0 nimero de casos notificados continua a aumentar

com 2.350.000 casos registrados apenas nas Américas (WHO, 2014).



16

No Brasil, o primeiro registro epidémico com confirmacdo laboratorial ocorreu em
1982 em Boa Vista — Roraima, causado pelos sorotipos 1 e 4, acometendo cerca de 11.000
pessoas (TRAVASSOS DA ROSA et al.,, 1982). Em seguida, foram registradas varias
epidemias e surtos nos estados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Minas Gerais, Alagoas e Ceara,
com o sorotipo DENV-1 sendo o agente causador (LEAO, 1997).

Os primeiros casos reportados, na regido Norte, com exce¢do do estado de Roraima,
foram a partir de 1995, nas cidades de Redenc&o e Rondon, no estado do Para (LEAO, 1997).
Na cidade de Manaus - Amazonas a primeira epidemia deu-se no periodo de 1998-1999, com
mais de 3.000 casos confirmados (FIGUEIREDO et al., 2004).

Os numeros atuais do Ministério da Saude mostram que a transmissdo da doenca no
Brasil vem ocorrendo de forma continuada, intercalando com a ocorréncia de epidemias
geralmente associadas a introducdo de novos sorotipos em areas anteriormente indenes ou
alteracdo do sorotipo predominante (MINISTERIO DA SAUDE, 2014a).

Considerando os anos de 2011 a 2013 é possivel observar uma oscilacdo nos nimeros
de casos notificados. Observa-se um grande surto em 2011 apresentando cerca de 770 mil
ocorréncias, uma reducdo em 2012 com cerca de 590 mil casos e em 2013 ocorreu 0 maior
surto ja registrado no pais com aproximadamente 1.500.000 notificacdes. Em 2014, no
primeiro semestre foram registrados 659.051 casos da doenca, numero que quando comparado
com mesmo periodo de 2013 mostra uma reducio de 52% dos casos no pais (MINISTERIO
DA SAUDE, 2014b).

No que se refere aos sorotipos circulantes, os dados atualizados mostram que no
periodo de janeiro a maio de 2014 foram enviadas, para os laboratorios ligados ao Ministério
da Saude, 6.321 amostras para realizacdo do isolamento viral, sendo que destas, 2.032
apresentaram-se positivas. O resultado dos isolamentos virais mostrou que 0 pais possui 0s

quatro sorotipos circulando concomitantemente, sendo identificado o DENV-1 com maior
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ocorréncia representando 80,1% dos casos positivos, seguido pelo DENV-4 com 17,7% dos
isolados e os sorotipos DENV-2 e DENV-3 aparecem com 1,8% e 0.4% respectivamente
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014b). Vale ressaltar que no estado do Amazonas 100% dos
isolados foram do sorotipo 4 do virus que foi reportado em 2008 (FIGUEIREDO et al., 2008)
e novamente isolado em 2011, juntamente com os sorotipos 1 e 2 (MINISTERIO DA

SAUDE, 2011).

2.1.2 Agente Etioldgico

Os virus dengue (DENV) sdo classificados em quatro sorotipos antigenicamente
distintos, DENV-1 a DENV-4 e taxonomicamente pertencem a familia Flaviviridae e ao
género Flavivirus, sendo, portanto um virus envelopado cujo genoma é composto por uma fita
unica de RNA polaridade positiva com aproximadamente 10.700 nucleotideos.

O DENV sorotipo 4, que é objeto de estudo neste trabalho, possui quatro genotipos
descritos. Genotipo | representado pelas cepas da Tailandia, Filipinas, Sri Lanka e Japéo.
Genotipo 11, representado por cepas da Indonésia, llhas Caribenhas e Américas. Genotipo I,
cepas tailandesas recentes, distintas de outros isolados tailandeses, e 0 gendtipo IV com cepas
silvaticas da Malasia (KLUNGTHONG et al., 2004; WEAVER; VASILAKIS, 2009).

Seu ciclo natural ¢ composto por um ciclo silvatico, onde o virus é transmitido a
primatas ndo humanos, e um ciclo urbano que causa preocupa¢do a saude publica,
denominado endémico/epidémico no qual os virus sdo transmitidos aos hospedeiros humanos
através da picada das fémeas infectadas dos mosquitos Aedes aegypti (principal vetor) e Aedes
albopictus (GUBLER, 1998; WHITEHEAD et al., 2007).

A replicagdo do genoma (figura 2) inicia-se com a adsor¢do da particula viral a célula
alvo, seguida por endocitose mediada por proteinas do tipo clatrinas, e internalizacdo em

endossomos. Este processo gera uma acidificagdo dos endossomos, promovendo uma série de
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mudancas conformacionais na proteina E que culminam no processo de fusdo da membrana
viral com a membrana endossomal. Apds esta fusdo, ocorre a liberacdo do genoma viral no
citoplasma para dar inicio ao processo de traducdo (MODIS et al., 2004).

A traducdo do RNA viral em uma poliproteina acontece no reticulo endoplasmatico
rugoso. Esta poliproteina é processada e clivada por proteases virais e do hospedeiro dando
origem a dez proteinas virais. As proteinas NS coordenam a traducdo de novas proteinas e a
replicacdo do RNA viral associando-o a proteina C. ApOs esta etapa a particula viral é
montada e por brotamento adquire o envelope lipidico contendo as proteinas E e prM

(AVIRUTNAN et al., 2011; HEATON; RANDALL, 2010; KELLEY et al., 2011).
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Figura 2: Etapas do Ciclo de replicacdo do DENV. O virus se liga a célula hospedeira sendo internalizado por
endocitose. Mudancas conformacionais induzidas por alteracdo de pH promovem a liberacdo do RNA viral.
Ocorre, entdo a traducdo e processamento da poliproteina. Posteriormente acontece a replicacdo do genoma viral,
montagem dos virions, transporte ao complexo de Golgi e maturagdo seguida de fusdo a membrana plasmatica e
liberagdo dos virions.

As particulas virais montadas séo direcionadas ao complexo de Golgi para um

processo de maturacdo que consiste na clivagem da proteina prM. Mesmo apds esse processo
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algumas particulas permanecem imaturas e estas sdo conduzidas a via de secre¢do, sendo
reprocessadas no complexo trans-Golgi, para clivagem da porcdo Pr da proteina M e,
posterior, secrecdo das particulas virais maturas pela via exocitica (FERNANDEZ-GARCIA
et al., 2009; FISCHL; BARTENSCHLAGER, 2011; MODIS et al., 2004).

Quando ocorre a clivagem da porcao Pr da proteina M de forma ineficiente ha uma
alta proporcao de particulas imaturas, as quais tém sido associadas a mecanismos virais de
fuga da resposta imune e intensificacdo da infeccdo dependente de anticorpos (RODENHUIS-

ZYBERT et al., 2010).

2.1.3 Organizacdo Gendmica

O genoma do DENV, por possuir polaridade positiva, funciona como RNA
mensageiro para a producdo das proteinas virais que sao codificadas por uma Unica fase de
leitura aberta (ORF), flanqueadas por regides terminais ndo traduzidas (UTR) 5° e 3’ que
embora ndo sejam codificadoras, apresentam papel importante na replicacdo e traducdo do
genoma viral (CHAMBERS et al., 1990).

A regido 5> UTR atua na complementaridade da cadeia negativa que serve de sitio de
iniciacdo durante o processo de replicacdo e também exerce atividade na traducéo do genoma
(LINDENBACH; RICE, 2003), ja a regido 3> UTR atua durante o processo de replicacao
(MARKOFF, 2003). Alguns estudos indicam ainda, que esta regido tenha interagdo com as
proteinas ndo estruturais NS3 e NS5 (CHEN et al., 1997; CUl et al., 1998).

A codificacdo do genoma viral gera uma Unica poliproteina precursora que apos
processo de clivagem origina dez proteinas virais, sendo trés proteinas estruturais: C, prM e E,
e sete proteinas ndo-estruturais: NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5 (GUZMAN et
al., 2010). As proteinas ndo estruturais possuem carater regulatorio e séo ativadas durante o

processo de replicacdo viral (CHAMBERS et al., 1990).



20

A clivagem da poliproteina acontece por meio de peptidases derivadas dos
hospedeiros e proteases codificadas pelo virus. Nas juncOes das proteinas C/prM; prM/E;
E/NS1 e carboxi terminal da NS4A, uma peptidase sinal derivada do hospedeiro é responsavel
pelas clivagens. Enquanto nas juncGes das proteinas NS2A/NS2B; NS2B/NS3; NS3/NS4A,;
NS4A/NS4B e NS4B/NS5 uma serina protease codificada pelo virus € responsavel pelo

processo de clivagem (figura 3) (CHAMBERS et al., 1990; LINDENBACH; RICE, 2003).
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Figura 3: Organizacgédo gendmica dos flavivirus. A) representacdo esquematica da poliproteina precursora. B)
representacdo das dez proteinas virais e enzimas que atuam durante o processo de clivagem. Setas em azul
escuro representam os sitios de clivagem da peptidase sinal. Triangulos em azul claro representam os sitios de
clivagem da protease viral. Seta rosa indica o sitio de acdo da golgi protease. A interrogacdo mostra que a
enzima responsével pela clivagem da proteina NS1/NS2A ainda é desconhecida.
Fonte:http://viralzone.expasy.org/.

Entre as proteinas virais, a proteina E, principal componente protéico do envelope
viral, tem sido alvo de muitos estudos por desempenhar papel importante na montagem do
virus, conter receptores de ligacdo; participar do processo de fusdo da membrana e ser o
principal alvo para a agéo de anticorpos neutralizantes (CHAMBERS et al., 1990).

MutacOes nesta proteina viral tém sido detectadas (CARNEIRO et al., 2012;
GONCALVEZ et al.,, 2002; RICO-HESSE, 2003), indicando algumas regides como de
importancia para a ocorréncia e fixagdo de mutacdes, bem como, sua relacdo com o aumento
da viruléncia das cepas virais.

A obtencdo da estrutura cristalizada desta proteina (REY et al., 1995) permitiu

observar que é uma estrutura rica em folhas P, que apos glicolisada forma homodimeros,
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sendo cada monémero composto por trés dominios (figura 4). Dominio | (DI), constitui a
regido central N terminal que contém predominantemente tipos especificos de epitopos nao
neutralizantes, que pela acdo de pH baixo desencadeia uma mudanca conformacional. O
Dominio Il (DII) representa uma interface entre os outros dominios e compreende uma regido
de dimerizacdo.

O DII consiste em uma estrutura alongada composta por duas al¢cas descontinuas
estendidas do dominio I. Esta regido esta envolvida na fusdo da membrana através de uma
regido altamente conservada entre os flavivirus que funciona como um peptideo de fuséo
localizado entre os residuos de aminodcidos 98-112. Além disso, o DIl contém muitos
epitopos de reacdo cruzada que geram ou ndo a neutralizacdo viral por anticorpos

monoclonais (mAbs) (MODIS et al., 2004; REY et al., 1995).

180 296

Figura 4: Estrutura esquematica da proteina E do virus dengue.Estrutura primaria com seus respectivos
dominios. Em vermelho dominio I, em amarelo dominio 1l e em azul dominio Ill. (ROCHA et al., 2014).

O dominio 11 (DII) forma a maioria dos loops da superficie viral e contém varios
tipos e subtipos especificos de epitopos que geram a neutralizacdo viral por mAbs. Devido a
estes fatores, € apontado como dominio de reconhecimento e ligagdo do virus a membrana

celular (MODIS et al., 2004; REY et al., 1995).
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2.2 Processo Evolutivo em Arbovirus

Os virus RNA exibem um alto nivel de variacdo em suas sequéncias, tanto quando sao
analisadas amostras de diferentes individuos, quanto dentro de um mesmo hospedeiro
(MARTELL et al., 1992; WANG et al., 2002).

A heterogeneidade nas sequéncias dos virus RNA ¢ determinada em parte pela falta de
atividade de correcdo da RNA polimerase, mas também pela alta taxa de replicacdo viral
(SELIGMAN, 2008). Estima-se que a taxa de erro durante o ciclo de replicacéo seja de 10°a
10%erros/nucleotideo (DOMINGO, 1997; DRAKE; HOLLAND, 1999). Estes erros de
replicacdo podem ir se acumulando e com o passar do tempo 0s agentes virais podem ter uma
mudanca em seu carater biologico, sendo selecionada a variante que possuir vantagem nos
diferentes hospedeiros (ISHAK et al., 2001).

Apesar do grande potencial de alteracdes genéticas comuns aos virus RNA, no caso
dos arbovirus, observa-se que estes apresentam sequéncias mais conversadas em condicdes
naturais (HOLMES; TWIDDY, 2003; JENKINS et al., 2002; WEAVER; RICO-HESSE;
SCOTT, 1992), fato este geralmente atribuido as fortes pressdes seletivas resultantes da
alterndncia entre hospedeiros vertebrados e invertebrados (CIOTA et al., 2008;
WOOLHOUSE; TAYLOR; HAYDON, 2001)

A caracteristica de replicacdo dos virus de genoma RNA faz com que estes existam
como uma populagdo de sequéncias correlatas denominadas quasispecies (MARTELL et al.,
1992; WANG et al., 2002). De acordo com o conceito de quasispecies, um virus ndo é
propagado como um Unico genoma, mas sim como uma mistura de genomas. Isto resulta no
fato de ndo haver entdo uma Unica sequéncia selvagem para um determinado virus
(SELIGMAN, 2008). Quando a sequéncia gendmica de um virus RNA é determinada, na

verdade esta sendo descrita a sequéncia majoritaria naguela amostra.
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Entre os arbovirus, 0 DENV € o que exerce maior impacto sobre a salde publica. Este
fato contribui para que o virus seja alvo de estudos com a finalidade de melhor compreender o
processo evolutivo do mesmo. Um estudo realizado com 11 amostras de dois gendtipos de
DENV-2, previamente associadas a quadros de DF ou DHF, mostrou diferencas nas
sequéncias de nucleotideos das regifes codificantes para as proteinas prM, E, NS4b e NS5,
além de diferencas nas sequéncias ndo traduzidas (UTR) nas extremidades 5’e¢ 3’.

(LEITMEYER et al., 1999), confirmando a existéncia de muta¢des entre cepas do virus.

2.3 Competéncia Viral (Fitness Viral)

O conceito de Fitness viral foi originalmente definido como a capacidade de um virus
produzir cépias infecciosas em um determinado hospedeiro. Esta € uma definicdo que vem
sendo amplamente utilizada referindo-se mais especificamente a capacidade replicagdo do
virus (DOMINGO; HOLLAND, 1997; DOMINGO, 2010), entretanto muito pesquisadores
tém extrapolado esse conceito e estdo buscando entender as implicacGes do fitness em
infeccdes naturais e sua relacdo com a gravidade das doencas (WARGO; KURATH, 2012).

Varios estudos tém apontado mutagdes em algumas regiGes gendémica, como
determinantes moleculares da viruléncia ou atenua¢do em amostras do virus dengue, porém
nenhum sitio especifico pode ser correlacionado com a atenuacao ou gravidade da doenca em
humanos. (BLANEY et al.,, 2004; BRAY et al.,, 1998; GUIRAKHOO et al., 2004;
LEITMEYER et al., 1999; PANDEY; IGARASHI, 2000; PANDEY et al., 2000).

No trabalho de Leitmeyer e colaboradores (1999), no qual foi obtido genoma completo
de 11 amostras de DENV-2, os autores detectaram substituicGes de aminoacidos na regido
codificante, mas que estavam relacionadas apenas a carga dos aminoacidos (LEITMEYER et
al., 1999). Entretanto detectaram alteragdes nas regides 5’ ¢ 3’UTR que predizem alteracdes

na estrutura secundaria do RNA viral, embora sejam regides ndo traduzidas, desempenham
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papel regulatorio durante a replicacéo viral, podendo interferir na competéncia viral (CLYDE;
HARRIS, 2006; CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006).

Um trabalho com amostras brasileiras e venezuelanas, que teve como objeto de estudo
0 virus da Febre Amarela, mostrou uma dele¢ao na regiao 3’UTR do genoma viral. Esta
delecdo estaria associada a diferencas na propagacdo viral in vitro e com caracteristicas
neuroinvasivas em modelo de infeccdo experimental murino (BRYANT et al., 2005).

Outros estudos mostram que algumas mutacGes, mesmo Unicas, na proteina E dos
flavivirus podem ser associadas ao aumento da viruléncia da cepa viral (REY et al., 1995;
SITTISOMBUT et al., 1997; THANT ZIN; MORITA; IGARASHI, 1995). Essas alteracGes
na proteina E melhorariam a capacidade de ligacdo viral a superficie celular ou dificultariam a
acao de anticorpos neutralizantes (CHEN et al., 1996).

Considerando a ocorréncia dessas mutacdes e o fato de os virus existirem como um
conjunto de populacBes, os pesquisadores apontam que durante uma epidemia circulam
diferentes variantes virais, estando entre elas 0s virus mutantes que obtiveram mais sucesso
para replicarem nos hospedeiros e serem transmitidos, podendo assim ser selecionados em

algum momento (RICO-HESSE et al., 1998).
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3 OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar a microevolucdo in vitro do virus dengue, sorotipo-4, analisando a existéncia de

variacdes genéticas associadas ao aumento da competéncia viral (viral fitness).

Objetivo Especifico

a) Descrever as mudancas na sequéncia majoritaria do genoma completo de uma amostra do
virus dengue, sorotipo 4, durante o processo de adaptacdo (selecdo) em culturas de células de

invertebrado;

b) Obter modelo in silico para as principais proteinas com substituicdo de aminoacidos

observadas durante o processo de evolucéo viral.

c) Descrever a frequéncia de mutacbes encontradas em subpopulacdes de cada passagem

analisada.

d) Analisar o impacto das mutacGes observadas sobre a competéncia viral.
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METODOLOGIA

4.1 Amostra utilizada no estudo

A amostra do virus dengue sorotipo 4, gendtipo 2 utilizada no desenvolvimento deste
trabalho denominada BROO5SAM_2011, foi originalmente isolada em sete de marco de 2011 e
teve confirmacdo do sorotipo 4, ap6és resultado de RT-PCR conforme descrito por
(LANCIOTTI et al., 1992). O gendtipo foi caracterizado por sequenciamento nucleotidico da
regido C e prM, com posterior analise por inferéncia filogenética utilizando o método de
méaxima verossimilhanca com o auxilio do programa PhyML e um conjunto de sequéncias de
referéncia para cada gendtipo, que agrupou esta amostra (BROOSAM_2011) com outras de

dengue 4 gendtipo 2 detectadas na Venezuela e Colémbia.

4.2 Manutencao de culturas celulares

Células de Aedes albopictus clone C6/36 foram mantidas em laboratério a 28°C em
garrafas de cultivo celular descartaveis de 25 cm? (TPP, Suica) contendo 5mL de meio de
cultura Leibovitz L-15 (Gibco, cat.: 41300-039). Esse meio era suplementado com 10% (meio
de crescimento) ou 2% (meio de manutencdo) de soro fetal bovino (Gibco, cat.: 12657029),
100 U/mL de penicilina (Gibco, cat.: 1540122), 100 ug/mL de estreptomicina (Gibco, cat.:
1540163) e 0,25 pg/ml de anfotericina B (Gibco, cat.: 15290-018).

A troca do meio de cultura ou repique das celulas dava-se a cada trés dias consistindo
na retirada do meio de cultura antigo, seguida de lavagem da monocamada com solucéo salina
tamponada com fosfato (PBS 1X) por duas vezes e entdo era colocado o meio novo. Caso
fosse necessario realizar o repique das células utilizava-se o espalhador de células cell scraper
(TPP; cat.: 99002) para soltar a monocamada e depois acrescentava-se 0 meio novo preparado

conforme citado anteriormente.
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4.3 Passagens em série do virus em cultura de células

As passagens seriadas do virus em cultura de células C6/36 (figura 5) iniciaram-se a
partir do plasma BROO5SAM_2011 que foi utilizado na diluicdo 1/10 (30uL de plasma e 270uL
de meio de cultura). A partir da segunda passagem (P2) até a passagem 25 (P25) foi utilizado
0 sobrenadante da passagem anterior seguindo a mesma diluicdo da P1 para todas as

passagens.

Plasma f
BrAM005/1] | =

Figura 5: Esquema das passagens em série do virus em cultura de células C6/36

As passagens foram realizadas em garrafas de cultivo celular descartaveis de 25 cm?
(TPP, cat. 90025). Cada garrafa foi preparada 36h antes da infec¢do (repique na proporcéo
1/2), apb6s esse periodo as células apresentavam-se com uma monocamada de
aproximadamente 80% - 90% de confluéncia e entdo era realizado o in6culo. Ap6s o periodo
de 1h para adsorcéo viral, com agitacdo a cada 15 minutos, a monocamada era lavada com
PBS, para remocéo das particulas virais ndo adsorvidas e em seguida adicionava-se 5mL do
meio de cultura a 2% de SFB acrescido de antibioticos e antifungico conforme descrito
anteriormente.

As culturas infectadas eram mantidas por um periodo de 72 horas e entdo as garrafas
eram levadas ao freezer -80°C onde permaneciam por 15minutos, sendo posteriormente
colocadas a 37°C com o objetivo de promover o rompimento das células e assim liberar uma
maior quantidade de particulas virais no sobrenadante. Este sobrenadante era entdo retirado e

utilizado para a infeccdo subsequente que era realizada no mesmo dia da retirada do indculo
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anterior, seguindo o mesmo protocolo de inoculagdo até a P25. O restante do sobrenadante
viral era armazenado em freezer -80° C (adicionado de 10% de glicerol esteril) até utilizacdo

nos demais experimentos.

4.4 Extracéo de Acido Ribonucleico (RNA viral)

A extracdo do RNA foi realizada ap6s cada passagem do virus em cultura de células
utilizando o QIAamp Viral RNA mini kit (Qiagen. cat.: 52906) segundo as orientagdes do
fabricante. Em sintese, 140uL da amostra, sobrenadante da cultura de células, foram
adicionados a 560uL de tampdo AVL contendo RNA carreador, essa mistura permaneceu em
incubacdo a temperatura ambiente por um periodo de 10 minutos e entdo adicionou-se 560uL
de etanol 96-100%. Posteriormente essa solucdo foi passada em coluna de silica com
centrifugacdo a 6.000g por 1 minuto e em seguida realizou-se dois ciclos de lavagens com os
tampdes AW1 e AW2, seguido de etapas de centrifugacédo de 6.000g por 1 minuto e 16.000g
por 3 minutos respectivamente. O RNA foi entdo eluido em 60uL de tampdo AVE e

armazenado a -80°C até a utilizagao.

4.5 Producéo de Acido desoxirribonucléico complementar (cDNA)

A producdo de DNA complementar (cDNA) a partir do RNA total, deu-se com a
utilizacdo da enzima SuperScript 111 Reverse Trancriptase (Invitrogen, cat.: 18080-044) com
volume para uma reagdo de 20uL, sendo adicionados 4ulL da solugdo tampédo 5X (250 mM
Tris-HCI, 375 mM KCI, 15 mM MgCl,), 1uL de DTT [0,1M], 1uL de inibidor de RNase
SUPERase_In™ [20U/uL] (Ambion cat.: AM2694), 5uL de 4gua ultra-pura, 1uL da enzima
SSIII (200U/pL) e 1pL de dNTPs [10pM].

As reacOes de transcricdo reversa foram realizadas com iniciador especifico para
DENV-4 denominado D4AS1 (AGAACCTGTTGGATCAACAAC) que se liga aos primeiros

21 nucleotideos da regidao 3’ nado traduzida. Inicialmente 2ul do iniciador [10 uM] e 7ul do
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RNA eram colocados em um microtubo de 0,2mL no termociclador (Proflex PCR Systems,
Applied Biosystems) a 65°C por 5 minutos, para desenovelar o RNA e assim permitir a
hibridizacdo dos iniciadores. Passados 0s cinco minutos o microtubo era colocado no gelo por
dois minutos e em seguida acrescentava-se 0 mix contendo a enzima e entdo incubava-se a

50°C / 30 min; 55°C / 30 min e 70°C / 15 minutos.

4.6 Padronizacdo da PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) para

amplificacdo do genoma completo

Com a finalidade de obter a amplificacdo completa do genoma do DENV-4 presente
na amostra BROO5SAM_2011, tomamos como base os iniciadores utilizados em um estudo
anterior (NAVECA et al., 2012).

Dezesseis pares de iniciadores (tabela 1) foram utilizados para a padronizagdo das
reacOes, e quatro temperaturas de hibridizacdo dos mesmos foram testadas, sendo elas 50, 55,

58 e 62°C. Além disso, foram testadas também concentracées de Mg®*variando de 1,5 mM a

2,5 mM.
Par de Iniciadores Tamanho do alvo Posicao
D4S1 + D4 AS 21 1889 pb 1-1889
D4S1 + D4 AS 23 1048 pb 1-1048
D4S3 + D4 AS 16 3038 pb 982 - 4019
PTNES + PTNEAS 1877 pb 730 - 2606
D4S7 + D4 AS14 1704 pb 3040 - 4743
D4S6 + D4 AS15 1838 pb 2491 - 4328
D4S10 + D4 AS11 1784 pb 4374 - 6157
D4S9 + D4 AS11 2262 pb 3896 - 6157
D4S12 +D4 AS7 2758 pb 5295 - 8052
D4S12 + D4 AS8 2300 pb 5295 - 7594
D4S16 + D4 AS6 1585 pb 6908 - 8492
D4S14 + D4 AS7 1909 pb 6144 - 8052
D4S18 + D4 AS3 1834 pb 7928 - 9761
D4S17 + D4 AS4 2050 pb 7397 - 9446
D4S22 +D4 AS1 1117 pb 9472 - 10649
D4S21 + D4 AS 1 1476 pb 9174 - 10649

Tabela 1: Iniciadores utilizados na padronizacdo das reacdes de PCR. A tabela apresenta todos os
iniciadores utilizados nas reagdes de padronizacdo, a posi¢cdo do genoma amplificada por cada par de iniciadores
e 0 tamanho do fragmento gerado ap6s amplificacdo.
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A amostra utilizada nas reacbes de otimizacdo foi o cDNA da amostra
BRO0O5AM_2011 passada duas vezes em cultura de células C6/36 onde permaneceu por dez
dias e apresentou positividade pelo protocolo de Semi-nested PCR (LANCIOTTI et al.,
1992).

Todas as reagdes foram otimizadas para um volume final de 50 pl contendo 1pl de
cDNA produzido com SSIII conforme ja descrito (item 4.5) 0,2mM de dNTPs, 0,3uM de
iniciadores e 1 U de Platinum TagDNA polimerase utilizando o termociclador Proflex PCR
Systems configurado para simular o GeneAmp 9600 seguindo o programa 92°C / 2’; 40 X
[92°C / 30> — zonas de temperaturas 55, 55, 58 e 62°C / 30> — 72°C/ 2’ ou 3’ dependendo
do Amplicon] 72°C / 77 — 4°C o. Terminada a PCR, 5ul do produto de reacdo eram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2% corado com GelRed (Biotiun. cat.41002) a

80V por uma hora, sendo em seguida observado em transiluminador UV (Loccus).

4.7 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Os cDNAs do plasma BRO0O5AM_2011 e de todas as passagens selecionadas do virus
em cultura de células C6/36 (P1, P5, P10, P15, P20 e P25), foram submetidos a reacGes de

PCR para amplificagdo do genoma completo do DENV-4 (figura 5), conforme apresentado na

tabela 2.

Amplicon Iniciadores Tamanho Temperatura Extensao
Amplicon 1 D4S1 + D4 AS 21 1889 pb 62° C 2’
Amplicon 2 D4S3 + D4 AS 16 2294 pb 62° C 3’
Amplicon 3 D4S7 + D4 AS14 1704 pb 62° C 2’
Amplicon 4 D4S10 + D4 AS11 1784 pb 50°C 2’
Amplicon 5 D4S12 +D4 AS7 2758 pb 62° C 3’
Amplicon 6 D4S16 + D4 AS6 1585 pb 62° C 2’
Amplicon 7 D4S18 + D4 AS3 1834 pb 55°C 2’
Amplicon 8 D4S22 +D4 AS1 1117 pb 58° C 2’

Tabela 2: Pares de iniciadores utilizados nas reacdes de PCR para amplificacdo do genoma completo do
DENV-4. A tabela apresenta os oito pares de iniciadores utilizados nas rea¢des, o tamanho do fragmento gerado
por cada combinacéo de iniciador, a temperatura de hibridizacdo de cada par e 0 tempo de extenséo utilizado.
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O Mix de reacdo foi preparado para um volume final de 50ul contendo 0,2mM de
dNTPs, 0,3uM de iniciadores, 1X de tampdo RXN, 1 U de Platinum Tag DNA polimerase e
H.O livre de nucleases para completar o volume. O volume de 1ul de cDNA foi acrescentado
a esse mix que foi levado ao termociclador utilizando as condi¢des descritas na tabela 2.

Apobs a PCR, 5ul do produto de reacdo eram submetidos a eletrofosere em gel de
agarose a 2% corado com GelRed, por 1 hora de corrida a 80V para confirmar amplificacao
do produto no tamanho esperado, para isso foi utilizado o padrdo de peso molecular Fast

Ruller Midle Ranger (Thermo scientific. cat.#SM13).
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Figura 6: Esquema das reac6es de PCR para amplificacdo do genoma completo do DENV-4.

A figura mostra os pares de iniciadores utilizados e a regido gendmica amplificada por cada par tendo como base a sequéncia de referéncia para DENV 4 (NC_002640.1)
depositada no GenBank. Figura produzida com auxilio do software Geneious v 7.1.7.
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4.8 Purificacdo do produto da PCR por Polietilenoglicol (PEG)

Para a remocdo de nucleotideos e iniciadores ndo incorporados na PCR e que
poderiam interferir na reacdo de sequenciamento, realizamos a purificacdo dos produtos de
PCR utilizando o protocolo de precipitagio por PEG (HUMPHREYS; WILLSHAW,;
ANDERSON, 1975) adaptado por nosso grupo de pesquisa.

O produto de PCR a ser purificado era transferido para um microtubo de 1,5mL ao
qual era acrescentada uma solucdo 20% de Polietilenoglicol 8.000 (PEG - Promega, Madison,
WI, USA, Cat. V3011) na proporcdo 1/1, sendo que essa mistura permanecia em incubacgéo a
37°C por 15 minutos. Apos esta etapa era realizada centrifugacdo a 13.000g por 15minutos e
em seguida o sobrenadante era descartado sendo ent&o adicionados 125pL de etanol 80% ao
microtubo que era mais uma vez colocado para centrifugar, desta vez a 12.000g por 2 minutos
e logo depois o sobrenadante era novamente descartado. No intuito de remover todo o etanol
residual, o microtubo era colocado para secar a 37° por 15minutos no concentrador de DNA a
vacuo Mivac (Genevc SP Scientific) e em seguida o DNA era ressuspendido em 35uL de
agua livre de nucleases.

Apoés a purificacdo, o produto de PCR era quantificado em espectrofotdmetro de
microvolume (Biodrop Duo - Biochrom) para determinar o volume necessario de amostra a

ser utilizado na reacdo de sequenciamento.

4.9 Sequenciamento do genoma viral por eletroforese capilar

Para as reagdes de sequenciamento utilizamos os amplicons previamente purificados
do plasma BROO5AM 2011 e das passagens 1, 5, 10, 15, 20 e 25 do virus em cultura de
celulas.

Com a finalidade de obter a sequéncia do genoma completo, foram utilizados 49

iniciadores (NAVECA et al., 2012) sendo 25 no sentido senso e 24 no sentido anti-senso
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(Tabela 3), alguns iniciadores se repetiam em dois amplicons e assim foram realizadas 65

reacOes de sequenciamento para cada passagem.

Nome Sentido Sequéncia 5° -3’ Posicdo
D4S1 S AGTTGTTAGTCTGTGTGGACC 1-21
D4S2 S GCTTGATTCCYACYGTAATGG 418-438
D4 PTNES S CACATTCAGGAATGGGATTGG 730-750
D4S3 S TCTCAGGTGGAGCATGGGTCG 982-1002
D454 S GACTTYAATGAGATGATTCTG 1512-1532
D4AS21 AS ATGCTGTGTTTCTGCCATCTC 1869-1889
D4AS22 AS TGRTTGGATGTGTCATTTCCTAC 1389-1411
D4AS23 AS CCCTGGGCCATGGTTGTGAC 1029-1048
D4AS24 AS ATCAATGTCTTCRGGTTCGGT 615-635
D4AS25 AS TCTYTTCAGAATCCCTGCTGT 282-302
D4S5 S AGYGCATTAACACTCCATTGG 2091-2111
D4S6 S ACAACGTGCACACTTGGACAG 2491-2511
D4S7 S AAAACCAGACCTGGCAGATAG 3040-3060
D4AS18 AS TGTTGTTCCGGGGCATTCTCC 3255-3275
D4AS19 AS TCTTCGTTCATTGGGGCATT 2848-2867
D4AS20 AS TGATTCCTCCAACAGCTATGC 2374-2394
D4S8 S AAGAGAACATGGTCAAATCAC 3448-3468
D4S9 S TGACAACACYCAAGTGGGAAC 3896-3916
D4S10 S GATGGCTCTTTCTCCATACGG 4374-4394
D4AS14 AS TCCTGACGTCAGCCCAAGATG 4723-4743
D4AS15 AS TGCCATTYCATCCCACTGCAC 4308-4328
D4AS16 AS GCACAAAGGAATGAGTGTGACC 3998-4019
D4S11 S GACCCTAACTGGAGAAATTGG 4874-4894
D4S12 ) GACCTCATGTGTCATGCAACC 5295-5315
D4S13 S ATATCTGAAATGGGGGCCAATT 5751-5772
D4AS11 AS CACACCGGAAGGTCTCCTCTC 6137-6157
D4AS12 AS CCCCCATTTCAGATATGTCTGT 5745-5766
D4AS13 AS GTCTACAATCTCTCTTCCTGTGTG 5274-5297
D4S14 S GACCTTCCGGTGTGGCTGAGC 6144-6164
D4S15 S GGAAACACTCATGCTTGTAGC 6533-6553
D4S16 ) GGAYTTGAGACCAGCYTCAGC 6908-6928
D4AS9 AS GAGCGGCCATCCTTTTCCAAG 7050-7070
D4AS10 AS AAAGCTACAAGCATGAGTGTTTC 6534-6556
D4S17 S CTTGACTTTGGCCACAGGACC 7397-7417
D4S18 ) TTTGGTCAAACTCCATTCAGG 7928-7948
D4AS6 AS TTCATAGCTTCCATGATACGCC 8471-8492
D4AS7 AS CTCTTAATGTTCTTCCTTCCTCTAT 8028-8052
D4AS8 AS TCTCCCAGTGTCTCTCCTGTG 7574-7594
D4S19 S GTATCATGGAAGCTATGAAGC 8474-8494
D4S20 S ATGGACATCAGCCAGTGAAGC 8816-8836
D4S21 ) TGGGACACAAGAATCACTGA 9174-9193
D4AS3 AS ATCCTGGTTTCTACATGGAAC 9741-9761
D4AS4 AS GACTCCTTCAGCTTCCATTTG 9426-9446
D4AS5 AS CCCTTCCACTCCACTCCATG 9070-9089
D4S22 S CAAAAGGGTTGAAAGAAAGAG 9472-9492
D4S23 S ATGGTTTCCAACAAGCAGAAC 9923-9943
D4S24 S AACCGTGCTGCCTGTAGCTCC 10341-10361
D4AS1 AS AGAACCTGTTGGATCAACAAC 10629-10649
D4AS2 AS GTTCCTGACCTGGGTTATGGC 10161-10181

Tabela 3: Iniciadores utilizados na reacdo de sequenciamento capilar. A tabela mostra todos os iniciadores
utilizados para sequenciamento do genoma completo do DENV-4. Apresenta ainda a sequéncia de cada iniciador
e a regido do genoma reconhecida por cada um dos iniciadores. S=sentido senso. AS= sentido anti-senso.
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As reacdes foram realizadas com o Kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing
(Applied Biosystems, cat.: 4336917) para um volume final de 10ul utilizando 0,3ul de
BigDye (0,075 X final); 0,32uM de cada primer; 1 X do tampdo 5X, além do produto da PCR
de acordo com a concentracdo ideal para o tamanho de cada fragmento (aproximadamente
20ng) e H20 livre de nucleases para completar o volume. Preparado o0 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°] 4°C/c0.

Ao final das reacGes os produtos eram purificados por precipitacdo com
EtOH/EDTA/Acetado de Sddio, pelo seguinte protocolo: inicialmente era preparada uma
mistura V/V de EDTA 125nM e acetato de sddio 3M, e em seguida 2ul dessa mistura e 25ul
de etanol (EtOH) 100% eram acrescentados em cada poco da placa de reacdo que permanecia
em incubacdo por 15minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Seguiam-se entdo
duas etapas de centrifugacdo, uma a 2.000g por 45 minutos a 4°C, e outra a 180g por 1
minuto, com descarte do sobrenadante ap6s cada etapa. Em seguida 35ul de etanol 70% eram
adicionados a placa que seguia para nova centrifugacdo a 1.650g por 15 minutos a 4°C e o
sobrenadante era descartado, sendo entdo a placa levada ao termociclador por 5 minutos a
65°C. Para finalizar, 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 Leonidas e
Maria Deane — Fiocruz Amazonas.

Os arquivos gerados pelo sequenciador foram analisados utilizando o software
Geneious (v 7.1.7) para montagem dos contigs de cada amostra e identificagcdo de variantes
genéticas. O contig do plasma foi montado tomando como base a sequéncia de referéncia para
DENV-4 depositada no GenBank sob o numero de acesso NC_002640.1, e para as passagens

de P1, P5, P10, P15, P20 e P25 a sequéncia do plasma foi tomada como base para a
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montagem dos contigs. O alinhamento foi realizado com a utilizacdo do algoritmo MAFFT

versdo 7 (KATOH; STANDLEY, 2013).

4.10 Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS) — lon Torrent

As reacOes de NGS foram realizadas utilizando os 8 amplicons previamente
purificados, que cobriam o genoma completo do plasma (BRO0O5AM _2011) e das passagens
1,5, 10, 15, 20 e 25.

Antes do preparo das bibliotecas os 8 amplicons de cada passagem precisaram ser
misturados em quantidades equimolares. Para isso realizamos a quantificacdo dos mesmos por
fluorimetria no equipamento Qubit 2.0. Ap0s a quantificacdo, preparamos uma solucdo para
cada passagem contendo 25nM de cada um dos oitos amplicons. Deste pool de amplicons
utilizamos 150ng completando com H,O para um volume final de 35ul (recomendac6es do
fabricante) para a etapa de fragmentacdo do DNA.

O sequenciamento NGS com a tecnologia lon Torrent necessita da fragmentacdo do
DNA alvo, de acordo com o protocolo dos Kits utilizados. Neste projeto a fragmentacdo do
DNA foi realizada utilizando o kit lon Shear Plus reaction (Cat. 4471248 — Life
Technologies), produzindo fragmentos de aproximadamente 200pb. Foi inicialmente
preparado 0 mix contendo 100ng do pool de amplicons; 5ul do tampéo lon Shear™ Plus 10X
e agua livre de nucleases para completar o volume de 35pul. Posteriormente adicionou-se 10pl
da enzima lon Shear™ Plus Mix II sendo essa mistura incubada a 37° C por 4,5 minutos.
Apos este periodo foram adicionados 5ul do tampéo lon Shear™ Plus stop para inativar a
enzima e seguiu-se a etapa de purificacdo do DNA fragmentado por microesferas magneticas
utilizando o reagente Agencourt® AMPure® XP (Cat. A63881 — Beckman Colter) seguindo

orientagdes do fabricante.



37

Apos a fragmentacdo do DNA foi realizada a ligacdo dos adaptadores e barcodes, pois
na reacao de sequenciamento todas as passagens (BROO5SAM_2011, P1, P5, P10, P15, P20 e P
25) seriam colocadas no mesmo chip, uma vez que 0s barcodes nos permitiriam separar todas
as amostras ao final da reacdo. Preparamos 7 reacdes (uma para cada passagem) contendo
26pM do pool de amplicons fragmentados, 10ul do Tampéao 10X Ligase, 2 ul Adaptador P1, 2
ul do adaptador fon Xpress™ Barcode 1 —16 (Cat. 4471250) (tabela 4), 2 ul de dNTP Mix, 2
ul de DNA Ligase, 8ul Nick Repair Polymerase e agua livre de nucleases para um volume
final de 100ul. Esse mix foi levado ao termociclador para incubagdo a 25°C / 15 min. — 72°C
/'5 min. Ao término da reacdo foi realizada nova etapa de purificacdo utilizando o reagente

Agencourt® AMPure® XP seguindo orientacdes do fabricante.

Barcode Amostra (biblioteca)
1 BRO05AM 2011

P1

P5

P10

P15

P20

P25

~No ok N

Tabela 4: Identificacdo dos barcodes utilizados para cada biblioteca.

Posteriormente a ligagdo dos adaptadores, os fragmentos passaram a tamanhos de
aproximadamente 330 pb. Para selecionar esses fragmentos realizamos a etapa de Size-select
utilizando o sistema E-Gel® SizeSelect™ 2% Agarose (Cat. G6610-02 — Life Technologies) e
um padrao de peso molecular de 50pb (Cat. 10416014 - Invitrogen™).

Selecionados os fragmentos, realizamos a amplificacdo da biblioteca, visando
aumentar da quantidade do produto fragmentado. Para isto preparamos o mix contendo 100ul
de Platinum® PCR SuperMix High Fidelity (Cat. 12532016 - Invitrogen™), 5ul de primer

mix para amplificacdo da biblioteca e 25ul da biblioteca a ser amplificada. O mix foi levado
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ao termociclador seguindo o programa 95° C / 5 min. — 8 X [95° C / 15 seg. — 58°C / 5 seg.]
— 4°C (maximo 1 hora). Em seguida a biblioteca foi purificada e quantificada por
fluorimetria no equipamento Qubit 2.0.

Uma vez concluido o preparo da biblioteca foi realizada a etapa de PCR em emulséo
(emPCR), com microesferas (lon Sphere Particles - ISP) contendo sequéncias
complementares ao adaptador P1, utilizando o kit fon PGM™ Template OT2 200
(Cat.4480974 — Life Technologies/ Ion Torrent™) no equipamento lon OneTouch™ System 2
(Life Technologies). Apos a emPCR as ISPs foram enriquecidas e entdo colocadas em um
chip 314, que foi levado ao sequenciador Ion PGM™ System, onde ocorreu 0 sequenciamento
genémico.

Os dados gerados pelo PGM foram inicialmente analisados utilizando o software
Torrent suite 4.2 instalado no servidor do PGM e posteriormente as sequéncias obtidas foram
exportadas no formato FastQ para o software Geneious 7.1.7 visando a montagem dos
contigs. As sequéncias de cada barcode (reads) foram alinhadas individualmente com a
sequéncia finalizada do plasma obtido no sequenciamento de Sanger, utilizando a ferramenta
Map to reference, no software Geneious (v 7.1.7) sobre condi¢des default de anlise, porém
com até 10 interacBes. A analise de sitios variaveis foi realizada pelo plugin variant Caller
v3.4.2, instalado no software Torrent Browser no servidor do PGM sob condicdes default de

andlise, considerando uma frequéncia minima de 10x para cada variante.

4.11 Modelagem de Proteina por homologia

Com o intuito de identificar a posicdo e o contexto estrutural de mutagdes néo-
silenciosas em P25, foi utilizada a abordagem de modelagem estrutural por homologia. A
sequéncia nucleotidica majoritaria das passagens 1 e 25 (P1 e P25) foi deduzida para a
sequéncia da poliproteina viral. A regido correspondente a proteina de envelope (proteina E)

com 495 aminoacidos foi submetida a modelagem tridimensional no servidor SWISS-


http://www.lifetechnologies.com/br/en/home/life-science/sequencing/next-generation-sequencing/ion-torrent-next-generation-sequencing-workflow/ion-torrent-next-generation-sequencing-run-sequence/ion-pgm-system-for-next-generation-sequencing/ion-pgm-system-featured-customer-stories.html
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MODEL (http://swissmodel.expasy.org). O SWISS-MODEL é uma ferramenta web para
anotacdo automatica e modelagem das estruturas tercidria e quaterndria de sequéncias
proteicas, a partir de um modelo resolvido por métodos experimentais como a cristalografia
de Raios-X e a ressonancia magneética nuclear de protons (NMR) (BIASINI et al., 2014;
SCHWEDE et al., 2003).

Nesta dissertacdo foi utilizada a abordagem automatica para selecdo de modelos
(template) em bases de dados de estrutura; alinhamento e constru¢do do modelo a partir de
cada sequéncia da proteina E, em formato fasta. Todos os modelos gerados foram
inicialmente avaliados quanto a qualidade global e local pelos métodos de GMQE e
QMEAN4 (BENKERT; BIASINI; SCHWEDE, 2011). Apds a constru¢cdo do modelo, o

arquivo foi salvo e manipulado para melhor visualizacdo no software Geneious 7.1.7.

4.12 Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo foi realizada com P1 e P25 tendo como finalidade obter a
titulacdo do virus nestas passagens e fazer o estudo do fitness viral. Placas de seis pocos
contendo 1 x 10° célulassmL (LAMBETH et al., 2005) foram utilizadas para todos os
experimentos.

Apbs o periodo estipulado para infeccdo em cada passagem, as células foram
marcadas e fixadas seguindo um protocolo construido com base nos trabalhos (KAO et al.,
2001; LAMBETH et al., 2005; MEDINA et al., 2012).

Em todos os experimentos, as células foram contadas utilizando o equipamento para
contagem automatica MoxiZ (ORFLO Technologies, Hailey, ID, USA) com cassetes tipo S.
A leitura das células neste equipamento além de fornecer o célculo do nimero de células

fornece também o calculo da viabilidade celular.
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Inicialmente realizamos a leitura no citdmetro de fluxo apenas das células néo
infectadas, antes e ap0s a etapa de fixacdo, para obter o perfil de tamanho e complexidade da
linhagem C6/36 utilizada neste trabalho. Posteriormente executamos testes de titulacdo dos
anticorpos a fim de obter a melhor diluicdo para uso. Foram testadas as dilui¢cdes do anticorpo
primario (monoclonal anti-flavivirus 4G2 — Millipore. Cat. MAB10216) 1/100; 1/500 e
1/1000 e do anticorpo secundario 1/200 e 1/3200 (FITC Goat anti-mouse IgG clone poly4053.
Biolegend. Cat. 405305).

Para realizacao dos ensaios, cada placa foi preparada 36h antes da infeccdo e o indculo
foi feito em uma diluicdo 1/10 para um volume de 500ul permanecendo por cinco dias até a
retirada do sobrenadante e das células infectadas para dar continuidade as etapas seguintes.

Passado este periodo de infec¢do, a monocamada era lavada duas vezes com PBS 1X e
em seguida utilizava-se o cell scraper para soltar as células que logo depois eram colocadas
em microtubos de 1,5mL e lavadas trés vezes com 200uL de PBS 1X e centrifugadas a
10.000g por cinco minutos. Apds esta etapa as células eram ressuspendidas em 100uL de
Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences. cat. 554722) e agitadas em vortex por 5 segundos sendo
posteriormente colocadas para incubar por 20 minutos no gelo e ao abrigo da luz.

Terminado o periodo de incubacdo eram realizadas trés etapas de lavagem com
tampéo Perm/Wash (BD Biosciences. cat. 51-2091KZ) gelado e seguiam-se mais trés etapas
de centrifugacdo a 750g, 4°C por cinco minutos com posterior descarte do sobrenadante. A
partir deste momento as células ja estavam fixadas e permeabilizadas e entdo adicionava-se
100puL do anticorpo primario 4G2 na diluicdo 1/250 seguindo um periodo de incubagéo a 37°
por 1h ao abrigo da luz, depois desta etapa as células eram lavadas com Perm/Wash colocadas
para centrifugar a 750g, 4°C por 5 minutos e o sobrenadante descartado.

Apos a ligacdo do anticorpo primario adicionava-sel00pL do anticorpo secundario

diluido 1/800 e seguia-se nova incubacéo a 37°C por uma hora ao abrigo da luz, passado esse
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periodo realizava-se mais duas etapas de lavagem com Perm/Wash e ao final as células eram
ressupendidas em 200ul de Perm/Wash e levadas para leitura no citdmetro de Fluxo FACS
Canto Il (Becton—Dickinson Immunocytometry Systems, Palo Alto, California) utilizando o
software CellQuest (v.3.1), sendo adquiridos 100.000 eventos. Os dados eram entdo

analisados no software FlowJo versdo 7.6.5 (Tree Star Inc., Ashland, OR, USA).

4.13 RT-PCR em Tempo Real (QRT-PCR)

O RNA do sobrenadante de culturas infectadas e das prdprias células infectadas com
as passagens P1, P25 e o MOCK serviram como amostra para as reagoes de RT-gPCR
visando a determinacdo da quantidade relativa de RNA viral nessas passagens. Os iniciadores
e a sonda utilizados foram os descritos por (GURUKUMAR et al., 2009), porém com
degeneracdes, apresentados na tabela 5 que tem como alvo a regido 3’UTR.

O sobrenadante foi retirado das culturas com os tempos de 72h P.1.; 96h P.l e 120h P.1.
sendo realizada a extracdo do RNA viral. Ja as células foram recolhidas nos tempos de 72h
P.l. e 120h P.I; foram centrifugadas a 10.000g durante 5 minutos. Os sobrenadantes foram
removidos e os pellets celulares foram ressupendidos em 1ml de PBS 1X, novamente
centrifugados e o sobrenadante descartado. Foi realizada uma segunda etapa de lavagem nas
mesmas condicdes da primeira. Ao final os pellets foram ressupendidos em 140ul de meio de
cultura e armazenados a -80°C até utilizacdo para extracdo de RNA tal como descrito
anteriormente.

Todas as reacdes utilizando o RNA obtido do sobrenadante foram realizadas em
quadruplicata técnica, enquanto que o0s experimentos com o RNA obtido das células
infectadas foram realizados em duplicata técnica, com um controle branco e um volume final
de 20pl utilizando 5ul do mix TagMan Fast Virus (Life Technologies Cat. 4444432);
iniciadores a uma concentracdo de 300nM; sonda a 100nM; 5ul de RNA e H,O livre de

nucleases para completar o volume. Preparado o mix, a placa era levada ao termociclador
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StepOne Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Os dados fornecidos apds a
reacao foram analisados por meio do software SDS fornecido pela Applied Biosystems. Os
gréficos relativos aos valores de Ct foram produzidos no programa GraphPad PRISM® 6.0

(GraphPad Software, Inc., San Diego CA).

Oligos Sequéncia

Primer F GARAGACCAGAGATCCTGCTGTCT

Primer R ACCATTCCATTTTCTGGCGTT
FAM MGB-Probe ARCATCAWTCCAGGCAC

Tabela 5: Iniciadores e sonda utilizados nas reac6es de RT-qPCR. Primer F (sentido senso); Primer R
(sentido anti senso).

4.14 Analise estatistica dos dados

Todos os dados foram tabulados e analisados posteriormente com estatistica descritiva
representando as variacdes encontradas no genoma viral ao longo do processo de adaptacédo
(selecdo) a cultura de células C6/36.

Os resultados dos ensaios quantitativos: nimero de cdpias de RNA viral detectados em
cada passagem analisada por RT-gPCR foram analisados por inferéncia estatistica em relacéo
aos resultados dos valores de Ct apresentarem uma distribuicdo normal (teste de D'Agostino
& Pearson) e significancia estatistica das diferencas entre os valores pelo teste T de Student,
com 95% de confianga (alfa <0,05) no programa GraphPad PRISM® 6.0. Os resultados dos
testes de cinética viral foram comparados atravées do meétodo de AACt (LIVAK;

SCHMITTGEN, 2001).
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5 RESULTADOS

5.1 Passagens em série

A cepa viral utilizada neste trabalho ndo apresentou efeito citopatico (ECP) em
nenhuma das 25 passagens do virus em cultura de células C6/36, o que impossibilitou
visualizar sinais da infeccdo na monocamada celular quando observadas em microscopio
optico.

Visando confirmar a infeccdo em cada passagem do virus nas células, todos os
cDNAS obtidos do RNA extraido de cada passagem, foram submetidos a reacdo de PCR
convencional seguindo o protocolo de semi Nested PCR (LANCIOTT] et al., 1992).

Fragmentos de amplificacdo na altura de 511pb na primeira PCR e na altura de 392pb
na reacdo de nested, tamanho do fragmento especifico para DENV-4, foram visualizadas em

todas as reacdes, permitindo assim confirmar que as infec¢@es tinham sido bem sucedidas.

5.2 Padronizagao e reacdes de PCR

Apbs as reacdes de padronizacdo da PCR, selecionamos oito pares de iniciadores
(Tabela 6) que apresentaram resultados satisfatorios para a realizacdo dos nossos
experimentos, nao apresentando amplificacdo inespecifica e com o fragmento no tamanho
esperado para cada amplicon (Figura 7).

Uma vez estabelecido o protocolo para realizagcdo das reagdes de PCR, os cDNAs
obtidos do plasma e das passagens (PO, P1, P5, P10, P15, P20 eP25), foram submetidos a
reacOes de PCR para amplificacdo do genoma completo, totalizando 208 reag¢6es. Todos 0s
amplicons adquiridos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose para confirmacéo da

amplificagdo dos produtos com os tamanhos esperados, comparando com o padrdo de peso
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molecular fast ruller midle ranger. Dessa forma foram visualizados fragmentos de tamanho

compativel, conforme apresentado na tabela 6, para os oito amplicons.

Regido Iniciadores Sequéncia Posicdo Fragmento

Amplicon 1 D4s1 AGTTGTTAGTCTGTGTGGACC 1-21 1889ph
D4AS21 ATGCTGTGTTTCTGCCATCTC 1869-1889

Amplicon 2 D4S3 TCTCAGGTGGAGCATGGGTCG 982-1002 3038pb
D4AS16 GCACAAAGGAATGAGTGTGACC  3998-4019

Amplicon 3 D4S7 AAAACCAGACCTGGCAGATAG 3040-3060 1704pb
D4AS14 TCCTGACGTCAGCCCAAGATG 4723-4743

Amplicon 4 D4S10 GATGGCTCTTTCTCCATACGG 4374-4394 1784pb
D4AS11 CACACCGGAAGGTCTCCTCTC 6137-6157

Amplicon 5 D4S12 GACCTCATGTGTCATGCAACC 5295-5315 2785pb
D4AS7 GAGCGGCCATCCTTTTCCAAG 8028-8052

Amplicon 6 D4S16 GGAYTTGAGACCAGCYTCAGC 6908-6928 1585pb
D4AS6 TTCATAGCTTCCATGATACGCC 8471-8492

Amplicon 7 D4S18 TTTGGTCAAACTCCATTCAGG 7928-7948 1834ph
D4AS3 ATCCTGGTTTCTACATGGAAC 9741-9761

Amplicon 8 D4S22 CAAAAGGGTTGAAAGAAAGAG 9472-9492 1178pb
D4AS1 AGAACCTGTTGGATCAACAAC  10629-10649

Tabela 6: Iniciadores utilizados nas reacdes de PCR. A tabela apresenta os dezesseis iniciadores que geram
oito fragmentos parcialmente sobrepostos cobrindo todo o genoma viral. Exibe também a sequéncia de cada
iniciador, a posicéo de hibridizacdo dos mesmos em relacéo a sequéncia de referéncia NC_002640.1 e o tamanho

do fragmento gerado por cada par.

S0 S5 S8 62°C

Figura 7: Eletroforese da padronizacio das reac6es de PCR. A figura mostra os fragmentos de amplificacéo
obtidos ap0s as reagdes de PCR. Os circulos em vermelho mostram a condicdo de temperatura selecionada para
cada amplicon. A) amplicon 1; B) amplicon 2; C) amplicon 3 a esquerda da linha branca e amplicon 4 a direita;
D) amplicon 5; E) amplicon 6; F) amplicon 7 a esquerda e 8 a direita.
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5.3 Reacdes de sequenciamento capilar

Apls as reacdes de sequenciamento conseguimos obter o genoma completo da
amostra BROO5SAM_2011 (PO) e das passagens 10, 20 e 25. O sequenciamento das passagens
01, 05 e 15 apresentou baixa qualidade e assim ndo conseguimos completar o sequenciamento
do genoma destas passagens tendo apenas parte do genoma.

Os eletroferogramas adquiridos de todas as reacdes foram devidamente analisados de
forma visual e depois utilizados para alinhamento e obtencéo de contigs utilizando o software
Geneious (v 7.1.7). A sequéncia nucleotidica da amostra BROO5SAM_2011 foi inicialmente
alinhada com a sequéncia de referéncia NC_002640.1 para a obten¢do de anotacoes. Esse
alinhamento mostrou 272 diferencas de nucleotideos e 29 de aminoacidos.

Uma vez obtido o contig da amostra BROOSAM_2011 e a sua sequéncia finalizada,
este foi utilizado como referéncia para o alinhamento frente a PO1, P05 e P15 (parciais) e P10,
P20 e P25. O resultado desse alinhamento mostrou 2 diferencas observadas na P25 em relagdo
as demais passagens (Figura 8).

As mutagoes ocorridas foram observadas no nucleotideo 1602 correspondente a
primeira posi¢do do codon e no nucleotideo 3365 na segunda posi¢do, respectivamente nas

regides codificantes para a proteina do envelope viral e para NS1.
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Figura 8: Identificacdo de mutagdes através do sequenciamento capilar. A: mutacdo observada no
nucleotideo 1602 no qual houve substituicdo de A (Adenina) por C (Citosina) na passagem 25 (P25) quando
comparada com as demais passagens. B: mutacdo observada no nucleotideo 3365 onde aconteceu a substitui¢do
de C (Citosina) por T (Timina) na passagem 25 (P25) quando comparada com as demais passagens.

A mutagdo no nucleotideo 1602 foi uma transversao (A - C) e resultou em substituigado
de aminoacido passando de Treonina para Prolina na posi¢dao 501 da proteina E (Thr501Pro
ou Thr222Pro na quando considerada apenas a proteina E) (figura 9). JA& a mudanga no

nucleotideo 3365 foi uma transi¢do (C - T) e uma mutagdo silenciosa.
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Figura 9: Sequencia deduzida da proteina E destacando a mutacdo T501P. A) Imagem da proteina E
completa destacando em azul a mutacdo observada em nosso trabalho. B) imagem ampliada da proteina E
mostrando a sequéncia de aminoacidos. O retangulo azul destaca a mutacdo observada.

A substituicdo do aminoécido Thr501Pro consiste em uma importante mudanca nas
propriedades fisico-quimicas, pois muda de um aminoacido polar para um aminoacido apolar

e, portanto hidrofobico, relacionado a dobra na cadeia polipeptidica.

5.5 Reacdes de Sequenciamento de Nova Geragdo (NGS) — lon Torrent

No preparo do chip para ser levado ao sequenciador obtivemos 76% de carregamento
e deste total 100% dos pocos foram preenchidos com amostra (ISPs), destas 57% eram
clonais (somente um fragmento da biblioteca em cada ISP), e 90% foram aproveitadas
gerando 954.446 reads, que apds analise e edicdo totalizaram 484.647 reads com tamanho

médio de fragmento de 221 bases utilizadas para analise final dos dados.
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Foi obtido o genoma completo de todas as passagens submetidas a este método, com
uma cobertura média de 1181x para plasma (P0); 1261x para P1; 669x para P5; 1100x para
P10; 1014x para P15; 1112x para P20 e 997x para P25. Dezenove sitios variaveis nas
posi¢des 1025, 1602, 1810, 1887, 2519, 2632, 3174, 3365, 3648, 3832, 4248, 5306, 6428,
6911, 6912, 6923, 7067, 7863 e 10154 foram observados por meio de analise utilizando o
plugin variant Caller. A tabela 7 mostra a variacdo encontrada nos sitios descritos

anteriormente, bem como a frequéncia observada.

Passagem  Sitio Ref. Var. Freq. Tipo Pos. Consequéncia
PO 1887 C T 17,6% NS tat His593Tyr
2632 A G 18,8% NS cga GIn844Arg
3648 C del 37,7% NS -tc Del
5306 C T 15% S tgt Cys1735
6911 C T 58,5% S gat Asp2270
6912 C T 74,2% S ttg Leu2271
6923 T C 15,3% S gcc Ala2274
P1 3648 0 del 34,1% NS -tc Del
6911 C T 17, 7% S gat Asp2270
6912 C T 27,8% S ttg Leu2271
6923 T C 10% S gce Ala2274
P5 1602 A C 20,1% NS cca Thr501Pro
1810 A G 29,6% NS aga Lys570Arg
3174 T C 13,9% NS ctt Phel025Leu
3365 C T 26,5% S cgt Arg1088
3648 C del 36,6% NS -tc Del
4248 C T 22% S ttg Leul383
6911 C T 28,9% S gat Asp2270
6912 C T 40% S ttg Leu2271
6923 T C 10,5% S gcc Ala2274
P10 1025 A T 39,6% S got Gly308
1602 A C 13,9% NS cca Thr501Pro
1810 A G 28,5% NS aga Lys570Arg
2519 C T 10,08% S tat Tyr806
3365 C T 15% S cgt Arg1088
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3648 C del 31,6% NS -tc Del
4248 C T 29,4% S ttg Leul383
7067 A G 11,1% S ccg Pro2322
P15 1025 A T 29,6% S got Gly308
1602 A C 32% NS cca Thr501Pro
1810 A G 25% NS aga Lys570Arg
3365 C T 33,8% S cgt Arg1088
3648 C del 37% NS -tc Del
4248 C T 29,7% S ttg Leul383
5306 C T 14,9 S tgt Cys1735
6911 C T 23,7% S gat Asp2270
6912 C T 34,9% S ttg Leu2271
7863 A G 12,9 NS gaa Lys2588Glu
P20 1025 A T 24,8% S got Gly308
1602 A C 24,8% NS cca Thr501Pro
1810 A G 52% NS aga Lys570Arg
3365 C T 26,2% S cgt Arg1088
3648 C del 37% NS -tc Del
4248 C T 48,7% S ttg Leul383
5306 C T 19,7% S tgt Cys1735
6911 C T 17,4% S gat Asp2270
6912 C T 25,4% S ttg Leu2271
7067 A G 18,9% S ccg Pro2322
P25 1025 A T 17,5% S got Gly308
1602 A C 65,8% NS cca Thr501Pro
1810 A G 13,1% NS aga Lys570Arg
3365 C T 69,3% S cgt Arg1088
3648 C del 35,8% NS -tc Del
3832 A G 17,3 NS ggc Asp1244Gly
4248 C T 11,1% S ttg Leul383
6428 T C 13,8% S ctc Leu2109
6911 C T 22,1% S gat Asp2270
6912 C T 32,1% S ttg Leu2271
10154 T C 14,4 S atc 11e3351

Tabela 7: Sitios variaveis identificados por sequenciamento de nova geracdo e andlise de variantes. Ref.
(nucleotideo encontrado na sequéncia de referéncia). Var. (variagdo encontrada). Freq. (frequéncia da mutacéo
encontrada). S (mutagdo sinénima), NS (mutacdo ndo sinbnima). Pos. (Posi¢do do nucleotideo mutante e em
negrito a posi¢do no codon).
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A variacdo nos sitios 1887, 2519, 2632, 3174, 3832, 6428, 7863 e 10154 foi observada
em apenas uma passagem. O sitio variavel 7067 foi observado em duas passagens, e outros
dois sitios variaveis, 5306 e 6923 foram observados em trés passagens. Ja a variacao no sitio
1025 foi visualizada em quatro passagens, enquanto as variaveis dos sitios 1602, 1810, 3365 e
4248 foram observaveis em cinco passagens. Os sitios 6911 e 6912 foram observados em seis
passagens e por fim, a variacdo no sitio 3648 foi observada em todas as passagens incluindo a

sequéncia do plasma (tabela 8).

Sitios variaveis/tamanho

Passagem Sitios variaveis
g do genoma %

PO 7 0,06
P1 4 0,03
P5 9 0,08
P10 8 0,07
P15 10 0,09
P20 10 0,09
P25 11 0,10

Tabela 8: Porcentagem de sitios variaveis/tamanho do genoma identificados em cada passagem. A
porcentagem de sitios variaveis foi calculada tomando como base o genoma completo de 10.649 nucleotideos
sequenciados em cada passagem.

No que se refere a regido da proteina onde essas mutacdes ocorreram, quatro delas
foram na proteina E (1025, 1602, 1810 e1887), outras quatro ocorreram na NS1 (2519, 2632,
3174 e 3365), duas na NS2A (3648 e 3832) e uma mutacdo tanto na NS2B (4248) quanto nas
regides codificantes para NS3 (5306) e NS4A (6428). Na proteina NS4B ocorreram quatro
mutagdes (6911, 6912, 6923 e 7067) e por fim, duas mutagOes na regido da NS5 (7863 e
10154).

Dentre 0s dezenove sitios variaveis dois consistiram em mutacdo do tipo transversao

1025 (A - T) e 1602 (A - C), sendo que a segunda resultou em substituicdo de aminoacido

Thr501Pro, enquanto que a mutagdo na posi¢do 1025 foi silenciosa. Ja as mudangas nos
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nucleotideos 1810, 1887, 2519, 2632, 3174, 3365, 3832, 4248, 5306, 6428, 6911, 6912, 6923,
7067, 7863 e 10154 foram transicées e destas, seis resultaram em substituicdo de aminoacido
1810 (Lys570Arg); 1887 (His593Tyr); 2632 (GIn844Arg); 3174 (Phel025Leu); 3832
(Asp1244Gly) e 7863 (Lys2588Glu), as demais foram silenciosas. O sitio 3648 consistiu em

uma delegao.

5.6 Modelagem da proteina E por homologia

A busca automatica de possiveis modelos para a construcdo da estrutura tridimensional
da proteina de envelope (E) de P1 e P25 retornou 164 resultados. Posteriormente, o algoritmo
automatico do SWISS-MODEL reduziu a busca para 34 estruturas, sendo esse numero
reduzido manualmente para 17, baseado em critérios de tamanho, identidade e resolucdo da
estrutura.

Em funcdo dos valores de dois testes para a estimativa de qualidade global e por residuo
do modelo GQME e QMEAN (BENKERT; BIASINI; SCHWEDE, 2011) foi escolhida a
estrutura gerada com base no arquivo 3uaj.1. Este arquivo contém as coordenadas atbmicas da
estrutura cristalografica da proteina de envelope do DENV-4 com 395 aminoécidos (1-395) e
3,23 A de resolugéo, publicada em 2012 (COCKBURN et al., 2012). Maiores informagoes
quanto ao modelo utilizado estdo disponiveis no banco de dados de proteinas (PDB) sob o
link: http://pdb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=3uaj.

A partir do modelo foi possivel verificar que a mutagdo T501P esta localizada em uma
estrutura em folha-beta no dominio Il da proteina de envelope. Tal como esperado, por se
tratar de mudanca para Prolina, foi possivel verificar uma mudanca estrutural no monémero

da proteina com a formagéo de uma curvatura ndo existente na proteina de P1 (figura 10).
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Figura 10: Mondmero da proteina de envelope (E) das amostras P1 e P25, aminoacidos 1-395. A figura A
representa 0 mondmero de P1 e a figura B o monémero de P25. Estrutura produzida por modelagem por
homologia no servidor SWISS-MODEL, a partir da coordenadas atbmicas do arquivo 3uaj.1 (PDB). Molécula
exibida no estilo ribbons, estruturas em alfa-hélice representadas em rosa; folhas-beta em amarelo e regides em
loop em branco. Destaque para os aminoacidos treonina (P1) e prolina (P25) na posicdo 501 representados no
estilo spacefill.

5.6 Citometria de Fluxo

Os testes de citometria, todos realizados em duplicatas biologicas, mostraram
marcacdo em todas as dilui¢des utilizadas (figura 11). O anticorpo secundario apresentou uma
auto fluorescéncia com uma média de 7% de celulas marcadas na menor diluicéo.
Considerando este fator descartamos a possibilidade de utilizar este anticorpo nesta diluig&o.
Entdo a melhor opc¢éo seria a diluigdo de 1/500 do anticorpo primério e 1/3200 do anticorpo

secundario que apresentou uma média de 46% de células marcadas.
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Figura 11: Resultado da citometria ap6s teste de padronizacédo dos anticorpos. A) células ndo infectadas e
sem marcacdo. B) MOCK (9,21% células marcadas). C) Anticorpo priméario na diluicdo 1/100 e secundério
1/200 (91% de marcacdo). D) Anticorpo primario na dilui¢cdo 1/100 e secundario 1/3200 (62% de marcac¢do). E)
Anticorpo primario na diluicdo 1/500 e secundario 1/200 (77% de células marcadas). F) Anticorpo primario na
diluicdo 1/500 e secundario 1/3200 (46% de células marcadas). G) Anticorpo primario na diluicdo 1/1000 e

secundario 1/200 (57% de células marcadas). H) Anticorpo primario na diluicdo 1/1000 e secundéario 1/3200
(30% marcacdo).
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Tendo as dilui¢Bes de uso do anticorpo definidas realizamos os ensaios para titulacao
viral. Entretanto ndo conseguimos obter marcacdo em nenhum dos ensaios que foram
repetidos por varias vezes, inclusive aumentando o volume do indculo e o tempo de espera
para retirada do mesmo, além de diminuirmos a dilui¢do do anticorpo

Realizamos outro teste substituindo o anticorpo secundario que estadvamos utilizando
por um disponibilizado pela plataforma de citometria do ILMD e utilizamos na dilui¢cdo 1/100
(indicadas pelo responsavel pela plataforma, como dilui¢do usual em alguns dos protocolos).
Verificamos marcacdo em P25, porém o anticorpo apresentou auto fluorescéncia atingindo
praticamente a mesma intensidade de fluorescéncia observada nas células infectadas o que
ndo nos permitiu aproveitar os dados.

N&o tinhamos mais tempo habil para repetir os experimentos e por este motivo ndo
obtivemos a titulacdo viral nas passagens avaliadas e consequentemente ndo foi possivel

analisar o fitness viral por citometria.

5.7 RT-PCR em Tempo Real

Para avaliar o impacto das variagdes genéticas encontradas em P25 sobre a
competéncia viral foram realizados dois experimentos de cinética de infeccdo, onde a
quantidade relativa de RNA viral, normalizada frente & um controle inserido — bacteriéfago
MS2, foi avaliada por RT-qPCR.

O primeiro passo foi verificar se a quantidade dos titulos virais para 0 inoculo era
igual. Para tanto foi realizado um experimento de inoculagéo de culturas de células C6/36 em
triplicata bioldgica com as amostras P1 e P25.

Apos 5 dias de infeccdo as células foram congeladas e descongeladas, sendo realizada
a extracdo de RNA, como descrito anteriormente. Este RNA foi utilizado em reagdes de RT-

gPCR em quadruplicata técnica para se comparar a quantidade de RNA viral a partir do
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inbculo de P1 e P25. Os valores de Ct de P1 e P25 se apresentavam dentro de uma
distribuicdo normal (teste de D'Agostino & Pearson) e com uma media bastante proxima:
33,08; DP 0,14 para P1 e 33,07; DP 0,44 para P25 (figura 12). Com base neste resultado foi
possivel determinar que as suspensdes virais possuiam titulos muitos préximos e que entéo
poderiam ser utilizadas em ensaios de cinética sem a necessidade de correcfes para inoculos

em quantidades iguais.
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Figura 12: Média de Ct de P1 e P25 para titulacdo da carga viral. A figura mostra a média do Ct muito
préxima para P1 e P25. Valor de P: 0,9554 mostra que ndo existe diferenga com significancia estatistica entre os
dois resultados.

Nos experimentos de cinética, a carga viral relativa do DENV, normalizada em funcéo
da carga viral do controle inserido (bacteriofago MS2), foi avaliada pelo método de AACt
(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) para trés tempos diferentes pos-infeccéo.

Os valores encontrados mostram que no tempo de 72h P.l. a quantidade relativa de
RNA viral na passagem P25 é 57% da quantidade de RNA viral encontrada para P1 no
sobrenadante das culturas celulares. No entanto, a partir de 96h p.i. ha uma inversdo nestes
valores com a carga viral relativa de P25 atingindo 300% (96h) e 187% (120h) da encontrada

nas culturas inoculadas com P1(figura 13).
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Figura 13: Analise do fitness viral a partir do sobrenadante das culturas infetadas. A) média do Ct para
MS2. B) média do Ct para P1 e P25 nos tempos de 72h, 96h e 120h. C) razdo entre P25 e P1 mostra aumento do

fitness em P25 a partir do tempo de 72h.

De maneira analoga, a carga viral relativa do DENV foi analisada a partir da extracédo

de RNA, ndo do sobrenadante, mas do interior celular. Os resultados obtidos a partir do RNA

viral no interior celular demonstram uma inversdo daquilo observado no sobrenadante das

culturas celulares. Com 72h P.1. a quantidade relativa de RNA viral no interior celular para

P25 é 141% do que é encontrado para P1, enquanto que no tempo de 120h essa razdo é de

87% (figura 14).
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Figura 14: Analise do fitness viral a partir do RNA obtido das células C6/36 infectadas. A) média do Ct
para MS2. B) média do Ct para P1 e P25 nos tempos de 72h e 120h. C) razdo entre P25 e P1 mostra a quantidade
relativa de RNA em P25 no momento de 72h superior a observada em P1 e inversdo da situacdo no tempo de

120h.
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6 DISCUSSAO

As infeccdes por arbovirus representam um importante risco a saude publica, sendo os
virus dengue, de acordo com o0s numeros de casos notificados, os principais agentes
causadores destas sindromes febris (AZEVEDO et al., 2007). No Brasil os primeiros registros
epidémicos datam do inicio dos anos 80 (LEAO, 1997) e desde entfo a transmissdo vem
ocorrendo de forma continuada intercalando periodos de grandes epidemias com periodos de
menores ocorréncias (MINISTERIO DA SAUDE, 2014b).

Assim como os demais virus RNA o DENV possui altas taxas de erro durante seu
ciclo de replicacdo, estimadas em 4,55x10™; 7,19x10* 11,58x10* e 7,27x10°
*substituicBes/sitio/ano para os sorotipos DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4
respectivamente (TWIDDY; HOLMES; RAMBAUT, 2003).

Essas substituicdes tem sido alvo de diversos estudos (BLANEY et al., 2004; BRAY
et al., 1998; CHEN; WU; CHIOU, 2003; GUIRAKHOO et al., 2004; LEITMEYER et al.,
1999; PANDEY; IGARASHI, 2000; PANDEY et al., 2000; VASILAKIS et al., 2009a) que
buscam compreender os mecanismos relacionados ao processo evolutivo do DENV, uma vez
que a diversidade genética tem sido associada ao aumento do risco de epidemias (DOS
SANTOS et al.,, 2011) e provavelmente representam maior impacto sobre a viruléncia e
epidemiologia da doenca no mundo (KLUNGTHONG et al., 2008).

No presente estudo analisamos o processo de adaptacdo do DENV-4 em condicGes in
vitro sendo escolhida a linhagem de células de Aedes albopictus (C6/36) para o
desenvolvimento dos trabalhos. A opgédo por esta linhagem celular deu-se pelo fato de a
mesma ser derivada de um vetor do DENV; ser sensivel ao isolamento dos quatro sorotipos
do virus e possuir relativa facilidade de manuseio (PHILIP SAMUEL; TYAGI, 2006;
TRAVASSOS DA ROSA et al., 1994), o que contribui também pra que seja amplamente

utilizada nos laboratdrios (DA FONSECA; FONSECA, 2002).
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Uma série de 25 passagens sucessivas do virus foi realizada em cultura de células
C6/36 e ao final do periodo de infeccdo determinado, ndo foram observadas alteracGes na
morfologia celular caracteristicas de infecgdes virais, o conhecido efeito citopatico (ECP) em
nenhuma passagem. Em um trabalho realizado com arbovirus de diferentes familias, os
autores observaram que o ECP parecia ser variavel entre infec¢cbes com diferentes cepas do
DENV nesta linhagem celular, sendo que a cepa de DENV-4, no trabalho realizado por eles,
ndo apresentou ECP mesmo apds sete dias de infeccdo (FIGUEIREDO, 1990). Em outro
trabalho, foi relatado que o DENV-4 pode nédo apresentar ECP ou apresentar um efeito muito
discreto, capaz de passar muitas vezes despercebido (TRAVASSOS DA ROSA et al., 1994).

A auséncia de ECP inviabilizou a confirmacdo da infeccdo viral por meio da
visualizacdo direta das culturas celulares em microscopia 6tica, sendo necessario utilizar uma
metodologia para deteccdo de sub componentes virais, neste caso optamos pela deteccdo do
genoma viral. Em funcdo do descrito anteriormente, a cada cinco passagens em cultura de
celulas, era realizada a extracdo de RNA e a confirmagdo da presenca do genoma viral pela
metodologia de semi-nested RT-PCR (LANCIOTTI et al., 1992) (dados ndo mostrados).

Confirmada a presenca do RNA viral, foram realizadas as amplificagdes dos genomas
virais provenientes de algumas passagens. Inicialmente verificamos a necessidade de reavaliar
um protocolo que ja havia sido utilizado com sucesso em nosso laboratério para a
amplificagdo do genoma completo do DENV-4 (NAVECA et al., 2012), uma vez que alguns
amplicons das passagens seriadas ndo foram gerados. N&o esta claro porque o protocolo
utilizado inicialmente ndo funcionou de forma satisfatoria, mas uma possivel explicacdo pode
estar no fato de que no estudo anterior foi utilizado material de isolamento em cultura de
células apds 12 dias de infeccdo, portanto com grande quantidade de RNA viral, o que
facilitaria a amplificacdo de fragmentos longos, no caso 2-3KB, mesmo em condigdes sub-

Otimas de eficiéncia de amplificacdo.
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Ap0s a obtencdo dos produtos de amplificacdo de cada amostra testada, foi possivel a
realizacdo do sequenciamento nucleotidico, a montagem de contigs e a deteccdo de mutagdes
nas passagens PO, P1, P5, P10, P15, P20 e P25. Para a montagem do primeiro contig foi
utilizada a sequéncia de referéncia do GenBank (NC_002640.1) como base, enquanto que nas
montagens subsequentes foi utilizada com referéncia a sequéncia de PO.

N4o foi possivel determinar os 10.649" nucleotideos de todas as passagens, em funcao
da qualidade do eletroferograma de algumas sequéncias. Assim, pelo método de
sequenciamento capilar, foi possivel obtermos o genoma completo do DENV-4 de PO, P10,
P20 e P25. Por outro lado, ndo foi possivel concluir o sequenciamento das outras passagens
(P1, P5 e P15) por esta metodologia. No entanto, como estava prevista a utilizacdo de outra
metodologia de sequenciamento para as mesmas passagens, decidimos ndo repetir 0s
experimentos de sequenciamento capilar.

Para promover o alinhamento das sequéncias finalizadas no sequenciamento capilar
utilizamos o algoritmo MAFFT versdo 7 (KATOH; STANDLEY, 2013). Dois motivos nos
levaram a optar pelo MAFFT: 1) a alta velocidade para processamento do alinhamento; 2) a
relativa simplicidade em se alinhar sequéncias muito proximas como as desse estudo.

A outra metodologia de sequenciamento também utilizada neste trabalho foi o NGS,
empregado com a finalidade de verificar mutagfes ocorridas em subpopulagdes virais.
Através desta metodologia conseguimos determinar proximo dos 10.649 nucleotideos de
todas as passagens submetidas (PO, P1, P5, P10, P15, P20 e P25).

No primeiro método utilizado, o sequenciamento de Sanger, detectamos duas
mutacdes localizadas nas posi¢des 1602 e 3365 somente em P25. No segundo método (NGS)

detectamos dezenove variacgdes, ao longo das passagens, localizadas nas posi¢des 1025, 1602,

! O tamanho das sequéncias finalizadas variou de 10.621 a 10.649. Os 10.649 nucleotideos incluem as
sequéncias dos iniciadores D4S1 e D4AS1, as quais devem ser removidas da analise uma vez que ndo podem ser
validadas.
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1810, 1887, 2519, 2632, 3174, 3365, 3648, 3832, 4248, 5306, 6428, 6911, 6912, 6923, 7067,
7863 e 10154.

De posse das novas sequéncias gendmicas (obtidas por NGS) foi realizada a
comparacdo do genoma das passagens obtidas neste estudo. Dezenove mutacbes foram
detectadas nas regides codificantes para as proteinas E, NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B e NS5 sendo a maior parte delas nas regides das proteinas E, NS1 e NS4B com quatro
mutacdes em cada.

O total de mutacGes detectadas pelo método NGS neste trabalho correspondeu a uma
faixa entre 0,03% e 0,10% de sitios varidveis/tamanho do genoma, mostrando uma baixa
variabilidade genética do DENV quando comparada com outros virus de genoma RNA. Este
fato foi relatado em um trabalho recente nos qual os autores detectaram uma baixa
variabilidade genética do DENV-2 intra-hospedeiro (ROMANO et al., 2013).

Ao confrontarmos nossos resultados com os de outros trabalhos observamos que os
mesmos diferem dos resultados obtidos por Chen et al (2003) que mesmo apés 30 passagens
do DENV-2 (Nova Guiné C) em cultura de células C6/36 ndo encontraram qualquer mutagéo
no genoma viral (CHEN; WU; CHIOU, 2003). No entanto, este trabalho se ateve a estudar
apenas a regido que codifica para as proteinas de envelope e NS1, além disso, ndo deixa claro
0 histérico da cepa utilizada, uma vez que a amostra DENV-2 (Nova Guiné C) é a amostra
prototipo do DENV-2. Por este motivo torna-se necessario conhecer quantas passagens
anteriores e em quais sistemas bioldgicos: culturas de células de invertebrado; vertebrado;
inoculacdo intratoracica em vetores ou inoculacdo em cérebro de camundongo recém-nascido
esta amostra passou previamente, que possa ter tido influéncia prévia na selecdo de
subpopulagdes virais.

Em outro estudo os autores submeteram duas amostras de DENV-2, uma silvatica (P8-

1407) e outra endémica (IQT-1950) a dez sucessivas passagens em dois diferentes sistemas
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celulares (C6/36 e Huh-7) com passagens seguidas em cada sistema ou alternadas. Diferente
dos nossos resultados, em apenas 10 passagens os autores foram capazes de encontrar até 12
mutacdes, a partir da cepa endémica inoculando alternadamente as duas linhagens celulares.
Quando as passagens foram mantidas em uma unica linhagem celular foram encontradas 10
mutacdes nas inoculadas em células Huh-7 e seis nas passagens realizadas em C6/36.
(VASILAKIS et al., 2009b)

Semelhante aos resultados obtidos por nos quanto ao tipo de mutacdo, sendo duas
transversdes e seis transicdes; as mutacdes encontradas no trabalho de Vasilakis et al (2009)
foram em sua maioria do tipo transicdo e apenas duas do tipo transversdao. Quanto as regides
do genoma na qual essas mutac6es ocorreram, cinco substituicdes de nucleotideos observadas
no trabalho acima mencionado foram nas mesmas regifes da poliproteina encontradas em
nosso estudo (NS1; NS2A; NS2B; NS3; NS4A E NS5), porém os autores ndo detectaram
nenhuma mutacdo nas regides das proteinas E, NS2B e NS4B, todavia detectaram
substitui¢des nucleotidicas na regido 3’UTR nao observadas em nossos experimentos.

Ao analisar todas as mutacOes detectadas em nossos experimentos trés variagdes
chamaram atencéo pelo fato de terem aparecido com uma frequéncia maior que 50% no NGS
e ndo terem sido detectadas no sequenciamento de Sanger. As mutacOes 6911 e 6912
apareceram com frequéncias de 58,5% e 74,2% respectivamente na PO e a mutacdo no
nucleotideo 1810 aparece na P20 com uma frequéncia de 52%. Tal situagéo, portanto, pode
mostrar um possivel erro de sequenciamento da tecnologia lon Torrent.

Em relacdo a variacdo no sitio 1810, foi possivel observar que esta mutacdo aparece
com uma frequéncia muito proxima da mutagédo no sitio 4248, embora esta segunda ndo tenha
ultrapassado 50% de frequéncia em nenhuma passagem, chegou a 48,7% na P20. Vale

destacar que quando a frequéncia da variante 1810 aumenta, a frequéncia da 4248 também
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aumenta e 0 mesmo ocorre em caso contrario, se diminui a frequéncia da 1810 a 4248
tambeém diminui sua ocorréncia.

Ao compararmos essas duas mutacdes com as duas mutacdes observadas no
sequenciamento de Sanger, foi possivel observar que no momento em que a variante nos
sitios 1810 e 4248 estava com frequéncia elevada, a frequéncia nos sitios 1602 e 3365 estava
menor e 0 mesmo ocorria em caso inverso. Considerando que os virus RNA sdo propagados
na forma de populacGes denominadas quasispecies (MARTELL et al., 1992; WANG et al.,
2002), este fato pode indicar que as mutagdes nos sitios 1810 e 4248 estdo em uma populacao
distinta da que possui as variantes nos sitios 1602 e 3365, sendo que a segunda populacéo
tornou-se majoritaria na P25 e por este motivo foi detectada no sequenciamento de Sanger.

As duas mutacdes observadas pelo método Sanger foram também observadas no NGS,
porém dezessete variacGes foram detectadas apenas pelo segundo método. Dado semelhante
foi relatado em um trabalho no qual inicialmente os autores realizaram um teste piloto
comparando os resultados de sequenciamento pelas mesmas metodologias aqui citadas e
observaram que todas as mutacOes detectadas pelo método Sanger eram também observadas
no NGS porem o segundo método apresentava mutacGes em regides ndo detectadas por
Sanger. Esses resultados foram decisivos para que 0s autores sequenciassem as demais
amostras apenas no PGM (ARAUJO, 2013).

O fato de termos observado que algumas mutacdes sdo detectadas apenas por NGS nos
permite dizer que esta tecnologia, justamente por possibilitar o sequenciamento massivo e
paralelo de fragmentos de DNA (MOROZOVA; MARRA, 2008; VARUZZA, 2013), fornece
resultados com uma grande cobertura de cada fragmento, permitindo verificar a presenca de
mutacdes fora da sequéncia majoritaria como observado no método de Sanger, sendo portanto

uma ferramenta indicada no estudo de varia¢Ges genéticas em subpopulacdes virais.
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Do total de mutacGes detectadas na P25, ultima passagem de nossos experimentos,
apenas trés resultaram em substituicdo de residuos de aminoacidos, sendo elas a substituicao
do nucleotideo 1602 ocasionada por uma mutacdo do tipo transversdao (A-C), na primeira
posicdo do cddon 501 (quando considerada apenas a proteina E, essa posicao passa a ser 222)
que leva a alteracdo de treonina para prolina na sequéncia deduzida da poliproteina viral. A
outra mutacdo ndo-silenciosa foi encontrada na posicdo 1810, sendo do tipo transicdo (A-G)
na segunda posi¢do do cddon 570 (quando considerada apenas a proteina E essa posi¢cdo passa
a ser 291) que leva a alteracdo de lisina para arginina e, por fim, a Gltima mutacdo ndo
sindnima ocorreu no nucleotideo 3832 na segunda posicdo do codon resultando em alteracédo
de Aspl1244Gly.

Apbds o processamento da poliproteina viral, verificamos que as substituicdes
encontradas em nosso estudo estdo nos dominios I (nt 1810) e 1l (nt 1602) da proteina E, que
possuem func¢des importantes na entrada do virus na célula hospedeira. E também na proteina
NS2A (3832) que possui funcdo na sintese de RNA, tem importante papel na montagem viral
e no processamento da NS1 (KUMMERER; RICE, 2002; MELIAN et al., 2010) e ainda tem
sido relacionada a resposta imune inibindo a ac&o dos interferons o/p (MUNOZ-JORDAN et
al., 2003).

A construcdo do modelo tedrico da proteina E permitiu observar que a mutacdo no
nucleotideo 1602, Unica mutacao fixada em P25 (65,8% de frequéncia da variante) que altera
0 residuo de aminoacido, alterou a curvatura de folhas f em uma regido proxima a um loop no
dominio Il. O dominio I (DI) ou dominio central contém epitopos especificos néo
neutralizantes e o dominio Il (DIl) compreende uma regido de dimerizacdo da proteina, o
peptideo de fusdo e representa a interface entre os outros dois dominios, além de conter
muitos epitopos de reacdo cruzada que podem gerar ou ndo a neutralizagcdo por anticorpos

monoclonais (CHIN; CHU; NG, 2007; REY et al., 1995)
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MutagOes nessa regido da poliproteina viral tem sido detectadas por outros autores
(CARNEIRO et al., 2012; GONCALVEZ et al., 2002) que ao compararem a frequéncia das
mutacdes encontradas em seus experimentos, tem observado maior ocorréncia na regiao
codificadora para a proteina E que nas demais proteinas virais.

Vale destacar que alguns trabalhos tem indicado as regides da proteina E e 3’UTR
como importantes alvos para a ocorréncia e fixacdo de mutacbes (GONCALVEZ et al., 2002;
RICO-HESSE, 2003), bem como o fato de que mutacdes nessa proteina podem resultar em
aumento da viruléncia das cepas virais (FOSTER et al., 2003; GARDELLA-GARCIA et al.,
2008; GONCALVEZ et al., 2002; LEITMEYER et al., 1999; RICO-HESSE, 2003).

Considerando as mutacGes detectadas nesta dissertacdo, localizadas na proteina E,
torna-se importante destacar que esta proteina tem sido alvo de diversos estudos que
objetivam mapear regides conservadas (MAZUMDER et al., 2007), bem como compreender a
importancia dessas regides para a viabilidade viral (KROSCHEWSKI; SAGRIPANTI;
DAVIDSON, 2009).

No trabalho realizado por Mazumder et al (2007), foram detectadas por anélise
computacional seis regiGes conservadas, na proteina E, para 0s quatro sorotipos do DENV,
nas posicdes N(37); Q(211); D(215); P(217); H(244) e K(246).

Nas pesquisas realizadas por Kroschewski et al (2009) os autores analisaram 0s
aminoacidos das regides descritas por Mazumder et al (2007), utilizando um clone infeccioso
do DENV-2 contendo mutacdes nas regides descritas. Como resultados, encontraram que 0s
residuos Asp215; Pro217 e His244 sdo essenciais para a viabilidade viral, uma vez que nao
conseguiram recuperar particulas infecciosas de culturas inoculadas com clone infeccioso
contendo mutagOes nestas posicoes.

Todos os trabalhos supramencionados que tiveram como alvo de estudo o dominio Il

da proteina do envelope viral, revelam a importancia desta regido para a o entendimento dos
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mecanismos de infeccdo viral. Vale enfatizar que as muta¢Ges com substituicdo de residuos de
aminoacidos detectadas em nosso trabalho também correspondem a essa regido do envelope
viral, porém em nenhum trabalho haviam sido descritas. De fato, ndo encontramos sequéncias
de DENV-4 depositadas nos bancos de dados publicos (GenBank, DDBJ, EMBL) com
prolina na posi¢do 501 (dados ndo mostrados).

De posse de todas as sequéncias e conhecendo as regifes com mutacdes, a segunda
parte desta dissertacdo consistiu em verificar se tais variacGes poderiam estar associadas com
0 aumento da competéncia viral. Para isto foi necessario inicialmente titular os virus das
passagens 1 e 25 que correspondiam a amostra sem mutacdo e amostra com mutagao,
respectivamente.

O fato de a cepa viral utilizada neste estudo ndo gerar ECP, nos impossibilitou de
realizar a titulacdo por ensaio de plagueamento em células VERO (unidades formadoras de
placas - PFU), uma vez que este tipo de titulacdo requer que a cepa gere ECP permitindo a
contagem de placas formadas. Outra questdo também determinante para que
desconsiderassemos a titulagcdo por meio da técnica de PFU, consistiu no fato de que esta
metodologia utiliza células de vertebrado para realizacdo do ensaio e nossos experimentos
foram conduzidos em células de inseto o que poderia ndo representar o real titulo viral nas
células utilizadas em nosso trabalho. Levando em consideracdo estes fatores, optamos por
realizar a titulacdo pela metodologia de citomeria de fluxo, atraveés da qual a titulagcdo é
expressa em FACS IU/ml. Como base para nossos ensaios, utilizamos protocolos publicados
por outros autores (KAO et al., 2001; LAMBETH et al., 2005; MEDINA et al., 2012).

Apesar dos ensaios de padronizacdo terem sido concluidos com sucesso, 0 ensaio de
citometria de fluxo para a determinagdo do titulo viral ndo obteve o mesmo sucesso, mesmo
apos repeticdo dos testes trocando o anticorpo secundario. Este fato pode ser explicado por

duas hipoteses: a) os anticorpos primarios ou secundarios provavelmente sofreram alguma
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degradacédo, provocando uma queda significativa na fluorescéncia detectada; b) os titulos
virais em nossas amostras, poderiam estar abaixo de 10* PFU/ml, pois o protocolo de Medina
(2012) é indicado para quantificacdo viral com concentracdes maiores que 10* pfu/ml.

Frente a essas dificuldades para titulacdo e a falta de tempo habil para adquirir novo
anticorpo e repetir os experimentos, realizamos a quantificacdo relativa de RNA viral por RT-
gPCR (carga viral) que tem sido utilizada por outros autores (COFFEY et al., 2011; LIMA,
2012) inclusive para realizar experimentos de fitness viral conforme observado no trabalho
Coffey et al (2011) que utilizou a metologia de qPCR para avaliar o fitness do virus
Chikungunya (CHIKYV) apds ser inoculado em células BHK (Baby Hamster Kidney) e C6/36.
Esta metodologia ndo permite conhecer a quantidade de particulas infecciosas, mas fornece a
carga viral presente na amostra e assim nos foi permitido realizar as inoculagdes partindo de
uma carga de RNA viral igual para os indculos.

Relacionando os resultados obtidos do RNA extraido do sobrenadante de células
infectadas frente aos obtidos do RNA extraido diretamente das células, observamos que no
sobrenadante com 72 horas P.l. os titulos virais eram maiores que os observados em P25,
porém apo6s 96 horas P.I. os titulos de P25 eram trés vezes maiores que os detectados em P1;
com 120 horas P.I. essa diferenca diminuiu (187% do encontrado em P1). Ja no RNA obtido
diretamente das células, no momento de 72 horas P.I. os titulos de P25 sdo maiores que os de
P1, porém quando observamos o tempo de 120h os titulos de P1 ja eram maiores que os de
P25.

Estes dados nos permitem sugerir que as mutagdes observadas em P25 contribuiram
para um provavel aumento da competéncia viral da cepa utilizada no presente estudo,
observado a partir do tempo de 72h P.I. no qual a carga viral presente no sobrenadante era
relativamente maior que a carga viral observada para P1, permanecendo esses titulos mais

altos pelo menos até 120h P.I., o maior tempo analisado neste estudo.
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O aumento na competéncia pode estar relacionado com fato de as mutacdes por nos
observadas estarem localizadas na proteina E, que é relacionada a patogenicidade de diversos
flavivirus, ndo apenas pela definicdo do tropismo celular, mas também pela entrada do virus
na célula alvo (MODIS et al., 2004; REY et al., 1995). Outro ponto merecedor de destaque € a
mutacdo em DIl que é uma interface entre os outros dominios e mudangas nestas posi¢does
foram apontadas como determinantes de patogenicidade, talvez por maior titulo viral (REY et
al., 1995).

Estes resultados, obtidos em nossos experimentos vdo de encontro a outros da
literatura que apontam algumas mutagdes, mesmo Unicas, na proteina E de flavivirus como
determinantes para o aumento da viruléncia da cepa viral (REY et al., 1995; SITTISOMBUT
et al., 1997; THANT ZIN; MORITA; IGARASHI, 1995). Uma vez que estas alteracGes na
proteina poderiam atuar na melhoraria da capacidade de ligacdo viral a superficie celular ou
dificultariam a acdo de anticorpos neutralizantes (CHEN et al., 1996).

Contudo é importante enfatizar que os resultados encontrados em relagdo ao fitness
ndo podem ser considerados compativeis com a realidade das infec¢des naturais, uma vez que
foram realizados em condigdes in vitro e na titulacdo ndo foram consideradas apenas as
particulas infecciosas. Além disso, a populacdo viral encontrada em P25 é uma populacdo
mista (65,8% P501). Embora as sequéncias mutantes estejam presentes em maior
porcentagem ndo podemos afirmar que os resultados observados em relacdo ao fitness sdo
decorrentes apenas dessa populagdo. Por essa questdo, pretendemos dar continuidade as
passagens com a finalidade de obter uma passagem que apresente apenas a populacdo mutante
e ainda realizar a titulacao viral por citometria de fluxo e repetir os experimentos de titulacao

para confirmar ou ndo os dados até aqui obtidos.
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7 CONCLUSAO

No presente trabalho o virus dengue foi passado continuamente em cultura de células
C6/36, o que deu origem a 25 geracdes do virus e sete destas foram escolhidas para obtencéo
de genoma completo. Quatro sequéncias foram obtidas pelo método Sanger e sete pelo NGS.
Assim, pode-se afirmar que neste estudo o NGS apresentou-se de modo mais eficiente para a
obtencdo do genoma completo.

Apdbs as reacBes de sequenciamento, a comparacdo dos genomas mostrou duas
mutacdes pelo método de Sanger e nove mutacbes por meio do NGS. Este resultado nos
permite dizer que o método NGS é capaz de mostrar alteracGes no genoma que ndo podem ser
detectadas pelo método Sanger, fato este ja esperado uma vez que a eletroforese capilar
fornece como resultado apenas a sequéncia majoritaria presente na amostra.

Ao final das 25 passagens do virus em cultura de células, duas mutacGes foram fixadas
nos nucleotideos 1602 e 3365. Estas mutacGes apareceram na Ultima passagem com uma
frequéncia muito similar, 65,8% e 69,3% da populacéo viral existente, respectivamente, o que
sugere que estas possam estar no mesmo genoma, explicando assim o fato de uma mutacgéo
silenciosa ter sido selecionada.

O total de mutacbes detectadas no genoma do DENV-4 durante o processo de
selecao/adaptacdo, realizado neste trabalho em cultura de células C6/36, correspondeu a uma
faixa de 0,03% a 0,10% de sitios divergentes/tamanho do genoma, levando a sugerir que o
virus apresenta uma baixa variabilidade genética em células de invertebrados.

A anédlise do fitness realizada pelo método de RT-gPCR sugere que as mutacoes
observadas na passagem 25 apresentam vantagem na infeccdo pelo virus, entretanto outros
estudos sdo necessarios para confirmar este aumento de fitness, uma vez que o teste de
cinética foi baseado na carga viral relativa por RT-qPCR, o que ndo significa dizer que todas

as particulas eram infecciosas.
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Em perspectiva a finalizacdo deste trabalho abre uma série de questdes e aponta para a
necessidade do desenvolvimento de outras analises. A ideia futura € realizar experimentos que
respondam se as mutacOes aqui encontradas também ocorrem em células de mamiferos e em
sistemas in vivo, assim como verificar se 0 aumento do fitness aqui observado se repete nestes

outros sistemas.
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