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Resumo

O presente estudo tem como objetivo avaliar o perfil metabdlico extracelular de células
Vero infectadas pelo virus Mayaro. Neste estudo metabolémico o uso da ressonancia
magnética nuclear combinado a métodos analiticos multivariados, ferramentas de
reconhecimento padrdo que demonstraram variacdes metabdlicas que podem ser
atribuidas ao efeito da infeccdo do virus Mayaro. As células Vero foram infectadas e
incubadas em periodos de 2, 6 e 12 horas. Em cada periodo ocorrem variacdes
diferenciadas nos niveis de varios metabdlitos, como aminoacidos, acidos organicos,
composto de guanidina, monoamina, carboidratos e acidos graxos. Esses compostos
organicos sao metabdlitos envolvidos na via da glicélise, ciclo do acido tricarboxilico, via
das pentoses-fosfato, e via da oxidagdo dos acidos graxos (via da B-oxidagéo). Este
estudo demonstra footprinting analysis que representa o efeito da acdo do virus no
metabolismo da célula Vero, além disso, essas analises indicaram o estado metabdlico
intracelular, e contribuem para o conhecimento da influéncia do microorganismo no

metabolismo celular.

Palavras-chave: 1. Alphavirus; 2. Células Vero; 3. Metabolismo.



Abstract

This study aimed at assessing the extracellular metabolic profile of Vero cells infected
by Mayaro virus. In this metabolomic study, the use of nuclear magnetic resonance
associated to multivariate analytical methods, devices of standard recognition, showed
metabolic variations which can be attributed to the effect of Mayaro virus infection. Vero
cells were infected and incubated for 2, 6 and 12 hour periods. Differentiated variations
in the levels of several metabolites such as amino acids, organic acids, guanidine
compound, monoamine, carbohydrates and fatty acids have occurred in each period.
These organic compounds are metabolites involved in the glycolysis pathway,
tricarboxylic acid cycle, pentose phosphate pathway, and the oxidation pathway of fatty
acids (via the B-oxidation). This study demonstrates footprinting analysis representing
the effect of the virus action on the Vero cell metabolism, furthermore, these analyzes
point out the intracellular metabolic state, improving the knowledge of the microorganism

influence on cellular metabolism.

Keywords: 1 Alphavirus; 2. Vero Cells; 3. Metabolism.
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1. INTRODUCAO

1.1 Generalidades

O género Alphavirus, familia Togaviridae, inclui 29 espécies de virus @ que
podem ser classificados antigenicamente em pelo menos oito complexos (Tabela
1). Os primeiros registros de doencas associadas aos Alphavirus sdo datados
desde os séculos 18 e 19, quando epidemias de encefalite fatal em equinos no
nordeste dos Estados Unidos (EUA) e surtos de artrite no sudeste asiatico foram
reconhecidos e registrados. ?® No entanto, doencas artriticas induzidas por
Alphavirus sdo muito mais antiga do que estas datas, mas nao foram descritas
com clareza ou diferenciadas de infecgcbes mais prevalentes. A primeira
associacao clara do Alphavirus com doencas articulares veio em 1953, quando
o virus chikungunya (CHIKV) foi isolado do sangue de individuos na Tanzania
com artrite severa. ® Durante os anos posteriores, uma série de virus
causadores de artrite, frequentemente acompanhada por uma erupgao cutanea,
foram isolados na Africa, Australia e América do Sul. -89 O primeiro Alphavirus
a ser cultivado, foi o virus da encefalite equina ocidental (WEEV), isolado em
1930 a partir de tecidos do sistema nervoso central (SNC) de dois cavalos
envolvidos em uma epidemia de encefalite equina no vale San Joaquin na
Califérnia, EUA. 0 Em 1933, Kelser 1Y mostrou que WEEV poderia ser
transmitido por mosquitos. Em 1952 ocorreu o primeiro isolamento proveniente

de pool de mosquito Culex spp coletado proximo de Sindbis, Egito. (12 13)
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Em geral, Alphavirus patogénico para os seres humanos séo divididos em
virus que causam doencas caracterizadas por eritema cutaneo e artrite,
encontrados principalmente no velho mundo, e virus que causam encefalite,
encontrados principalmente no novo mundo. ® Mamiferos como humanos e
cavalos, tendem a desenvolver doenca grave ou fatal, mas sdo hospedeiros sem
importancia para os ciclos de transmissdo do virus endémico, mas podem ser

importantes para a manutencéo de epidemias. @

Em 1967 esses virus foram adicionados a uma lista de virus transmitidos
por artropodes, e definidos pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como
arbovirus. (%) Esses virus sdo geograficamente restritos em suas distribuicdes e
foram encontrados em todos os continentes e em muitas ilhas. @ Sdo mantidos
na natureza principalmente através da transmissao bioldgica entre hospedeiros
vertebrados suscetiveis (mamiferos e aves) e artrépodes hematofagos
(mosquitos), além disso, piolhos e &caros séo vetores artropodes hematéfagos
para alguns Alphavirus, e peixes sdo hospedeiros para Alphavirus aquéticos. @
O virus se multiplica e produz viremia nos vertebrados, nos artropodes eles se
multiplicam nos tecidos, e sdo passados para outros vertebrados por picadas de
artropodes, apds um periodo de extrinseca incubacio. ) Em 1954, os arbovirus
foram divididos por Casals e Brown em trés grupos soroldgicos A, B, e C, com
base na reatividade cruzada dos testes de inibicdo de hemaglutinacdo (HI). @4
Virus da encefalite equina oriental (EEEV), WEEYV, virus da encefalite eqlina
venezuelana (VEEV) constituem arbovirus do grupo A. A reagdo cruzada do
segundo conjunto, inclui dengue, encefalite St. Louis e virus da febre amarela,

constituindo os arbovirus do grupo B e os virus néo reativos foram designados
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grupo C. 14

Tabela 1. Alphavirus, abreviagfes, caracteristicas biol6gicas, e associagdo com
doencas. (Griffin DE. 2012)

Virus (abreviagdo) Complexo Principal Distribuicao Doenga Animal
Antigénico  Hospedeiro Geografica Humana Doente
Vertebrado
(reservatorio)
Aura (AURAV) WEE ? América do - -
Sul
Barmah Forest BF Aves Australia Febre, artrite, -
(BFV) exantema
Bebaru (BEBV) SF Asia - -
Cabassou (CABV) VEE Guiana - -
Francesa
Chikungunya SF Primatas Africa, Febre, artrite, -
(CHIKV) Sudeste da exantema
Asia, Filipinas,
Indonésia
Encefalite Eqiiina EEE Aves América do Febre, Cavalo,
Oriental ou do Norte, encefalite faisdo, ema,
Leste (EEEV) América do pombo, peru
Sul, Caribe
Everglades (EVEV) VEE Mamiferos Florida Febre, -
encefalite
Fort Morgan (FMV) WEE Aves Colorado - -
Getah (GETV) SF Mamiferos Asia Febre Cavalo
Highlands J (HJV) WEE Aves América do - Cavalo, peru,
Norte ema, faisao,
pato, grua
Mayaro (MAYV) SF Mamiferos Américado  Febre, artrite, -
Sul exantema
Middelburg MID ? Africa - -
(MIDV)
Mosso das Pedras/ VEE ? América do - -
78Vv3531 Sul
Mucambo (MUCV) VEE ? América do - -
Sul, Caribe
Ndumu (NDUV) NDU Africa - -
O’nyong-nyong SF Leste da Febre, artrite, -
(ONNV) Africa exantema
Pixuna (PIXV) VEE Mamiferos Brasil - -
RioNegro/AG80 VEE Mamiferos Argentina - -

(RNV)
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Ross River (RRV)

Alfavirus Salmonid
(SAV)
Semliki
(SFV)
Sindbis (SINV)

Forest

Elefantes
Marinhos do Sul
(SESV)

Tonate (TONV)

Trocara (TROV)
Una (UNAV)

Encefalite Eqiiina
Venezuelana
(VEEV)

Encefalite Eqliina
Ocidental ou do
Oeste (WEEV)
Whataroa (WHAV)

SF

SF

WEE

VEE

WEE

SF

VEE

WEE

WEE

1.2 Virus Mayaro

Mamiferos

Peixe

Aves

Focas

Mamiferos

Aves,
Mamiferos

Aves

Australia,
Pacifico Sul
Atlantico
Norte
Africa

Australia,
Africa, Norte
da Europa,
Oriente
Médio
Antartica

América do
Sul
América do
Sul
América do
Sul, Trinidad
América do
Sul,
América do
Norte
América do
Sul, América
do Norte
Nova Zelandia,
Australia

Febre, artrite,
exantema

Febre,
encefalite
Febre, artrite,
exantema

Febre,
encefalite

Febre,
encefalite

Febre,
encefalite

Truta, salmao

Cavalo

Cavalo

Cavalo

Cavalo, ema

Entre as espécies de Alphavirus, destaca-se o virus Mayaro (MAYV),

agrupado no complexo antigénico Semliki Forest (SF) (Tabela 1), isolado pela

primeira vez em Trinidad (1954), Caribe, de amostras de trabalhadores florestais

com sintoma febril. @ No Brasil, mais especificamente no estado do Para, em

areas do rio Guama (1955), no municipio de Belterra (1978), em Conceicdo do

Araguaia (1981) e Benevides (1991) o MAYYV foi isolado de varias amostras de

trabalhadores rurais com febre e dor de cabeca. *® No estado do Mato Grosso

em 1968, evidéncias soroldgicas detectaram a circulagdo do MAYV entre indios
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Xavantes. 18 Em 2008, um surto do MAYYV foi detectado em um assentamento

localizado no municipio de Santa Barbara, Para. (1%

Estudos posteriores demonstraram que o virus tem uma ampla
distribuicdo no norte da América do Sul e na bacia do rio Amazonas. ") Os casos
humanos sdo esporadicos e ocorrem principalmente em pessoas com contato
recente com florestas tropicais Umidas. 1% Em janeiro 2010, um turista francés
diagnosticado com infeccdo do MAYV, desenvolveu febre alta e artralgia na volta
de uma viagem de 15 dias na bacia do Amazonas. ¥ Um estudo transversal
utilizando entrevistas e métodos soroepidemiolédgicos, entre individuos da
guarnicao militar na floresta amazonica equatoriana, verificou que 338 individuos
estudados (174 do litoral do Equador, 73 da zona andina, e 91 nativos da floresta
amazobnica) apresentaram soroprevaléncia para infeccdo do MAYV 20 vezes
maior (46%) do que individuos (2%) das outras areas. ¥ Em Manaus, capital do
Amazonas, no periodo de 2007-2008 foi detectado por imunoensaio enzimatico
anticorpos IgM para o MAYV, em 33 pacientes de ambos os sexos com idade de
6-65 anos. ?9 Em agosto 2011, um turista suico de 27 anos apresentou sintomas
clinicos com persistentes dores nas articulacées periféricas, apos retorno das
férias de 3,5 semanas nas proximidades de Tarapoto, uma pequena cidade
situada na floresta tropical da bacia amazénica no norte do Peru, o diagndstico
foi de infeccdo pelo MAYV, confirmado por teste de imunofluorescéncia e
ensaios de neutralizagdo. @Y Um estudo com 335 amostras de sangue de
comunidades indigenas na regiao do rio negro, indicou que 41,5% das amostras
tinham anticorpos contra o MAYV, demostrando que é comum a infeccdo na

regido. @ No periodo de 2010-2013 um estudo longitudinal prospectivo
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investigou manifestacdes clinicas e resposta soroldgica, entre 2.094 individuos
febris na regido da bacia amazbnica peruana, 16 individuos confirmaram
infeccdo pelo MAYV. 3 Em agosto de 2013, uma turista alema apresentou
manifestacdes clinicas apos 2,5 semanas de férias na Guiana Francesa, através
do ensaio de imunofluorescéncia indireta confirmou-se infeccdo pelo MAYV. 4
No periodo de outubro de 2011 a julho de 2012, ocorreu um surto de dengue no
estado do Mato Grosso, através de investigagdes moleculares e técnica de
isolamento detectou-se MAYV em 15 (2,5%) de 604 pacientes, 12 pacientes

apresentaram co-infeccdo de MAYV e dengue tipo 4. 25

A principal via de transmissdo do MAYV é por artropodes, pela picada de
mosquitos, 0s principais mosquitos vetores sdo do género Haemagogus que
habitam as florestas e o0s hospedeiros vertebrados sdo mamiferos,
principalmente primatas ndo humanos. (1% 26.27) A manutencao natural do ciclo
de replicacdo ocorre em hospedeiros vertebrados e invertebrados. Mosquitos
infectados por alimentacdo em um hospedeiro virémico sdo capazes de
transmitir o virus num periodo de 4 a 10 dias mais tarde (incubacéo), e
permanecer persistentemente infectados. ?® A manutencéo deste ciclo necessita
de um hospedeiro de amplificacdo que desenvolva uma viremia de magnitude
suficiente para infectar mosquitos por alimentacdo. Para muitos Alphavirus, 0s
seres humanos sdo hospedeiros incapazes de infectar mosquitos de forma
eficiente. ?® Estudos citam a transmissdo via aerossol e contaminacdo em

ambientes de laboratorio. (15 26)

Ainfecgdo pelo MAYYV causa sintomas clinicos que incluem dor de cabeca,

febre, artrite, vOmitos, diarreia e eritema que duram de 3 a 5 dias. ©9 O
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diagnoéstico pode ser obtido através do isolamento do virus a partir de sangue,
por sorologia utilizando ensaio imunoenzimatico para captura de IgM e por

deteccdo do material genético. 0 3% 32)

1.2.1 Agente infeccioso

Mayaro é um virus envelopado, possui RNA de fita simples, polaridade
positiva, apresenta uma simetria icosaédrica e diametro de 60-70 nm. & 33 O
RNA fica dentro do capsideo que € formado por uma Unica proteina e que
apresenta um arranjo icosaédrico. (¥ O virus é sensivel ao éter e detergente. O
nucleocapsideo € envolvido pelo envelope lipidico derivado da membrana
plasmatica da célula hospedeira, no envelope estdo inseridas glicoproteinas
codificadas pelo virus, E1 e E2. 3435 Estas proteinas formam heterodimeros que

sdo agrupados para formar trimeros como 80 botGes na superficie do virus. @6

37)

O material genémico tem 11-12 kb em tamanho e estad organizado em
proteinas nao estruturais (nsP) na regido 5UTR (regido ndo traduzida) e
proteinas estruturais na regido 3'UTR (Figura 1). (38.39.40) As nsP s&o codificadas
a partir do RNA genémico 49S composto de uma fita simples, ndo segmentada,
capeada, e 0 RNA mensageiro senso positivo e poliadenilado é infeccioso.“! 38
As proteinas estruturais sao codificadas a partir de um RNA subgendmico 26S.
As quatro nsP tem funcdo na replicacdo do RNA viral e na producdo do RNA

subgenomico. “2)

A traducdo do RNA subgendmico 26S gera uma poliproteina viral que
codifica 5 proteinas estruturais, C, E3, E2, 6K e E1. “3 44 A porcdo N-terminal

da proteina C presume-se ligagdo ao RNA gendmico viral, enquanto que a
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porcdo mais conservada de C-terminal interage com a cauda citoplasmatica de

E2 e com outras copias da proteina C de modo a formar o nucleocapsideo. (38
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Figura 1. (A) Figura ilustrativa do ciclo de replicacdo do Alphavirus. (B) Figura

ilustrativa do esquema estrutural da poliproteina. (Kuhn RJ. 2012)

A glicoproteina E3 é pequena e rica em cisteina, serve como uma

sequéncia sinal para pE2 (precursor de E3 e E2), é clivada a partir de E2 pela
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peptidase celular furina no complexo trans-Golgi, permanece associada no
complexo spike ou peplémero sob condic¢des acidas, muitas vezes se desprende
quando o virion brota na superficie da célula infectada. “> Atua mediando a
dobragem correta de E2, € necessaria para PE2 heterodimerizar com E1 na
etapa de transporte até a superficie celular, e como parte do heterodimero PE2-
E1, E3 previne ativagdo prematura de E1. 6 A glicoproteina E2 é uma proteina
transmembrana que possui dois ou trés sitios de N-glicosilacdo e contém os
epitopos mais importantes para anticorpos neutralizantes. “® A porcédo
intracitoplasmatica tem um segundo trecho de aminodacidos hidrofébicos
amarrados a superficie interna da membrana. “8) A proteina 6K serve como um
peptideo sinal de E1, é clivada a partir de E1 e E2 pela peptidase sinal celular,
tem importante funcéo no brotamento e pequenas quantidades sao incorporadas
dentro do virion. 4748 A proteina E1 possui um ou dois sitios de N-glicosilag&o,
uma cauda curta intracitoplasmética (um ou dois residuos de aminoé&cidos)
posicionada no trecho interno conservado de aminoacidos hidrofobicos na
porcdo N-terminal, que serve como peptidio de fuséo para entrada do virus na
célula. ¥9 Padrdes de glicosilacdo e de contetdo lipidico é determinado pela

célula hospedeira. 0

1.2.2 Mecanismos de replicacao

Os Alphavirus possuem uma ampla variedade de hospedeiros, tanto em
termos de espécies de animais susceptiveis como em linhagens celulares
sensiveis a replicacao do virus. Essa extensa variabilidade de hospedeiros tem
gerado especulacdes sobre a natureza dos receptores, e duas hipoteses

propdem explicar este fendmeno. %) A primeira, afirma que na glicoproteina viral
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E2, superficie do virus, multiplos sitios ligam-se a receptores celulares distintos.
A segunda propde que o virus usa receptores de ubiquitina, que sdo altamente
conservados entre espécies, incluindo os mamiferos e mosquitos. O mecanismo
de ligacao a receptores, provavelmente € a combinacao destas duas hipdteses

a estratégia de fixacédo do Alphavirus na célula. 4

O virus Sindbis (SINV) pertence ao género Alphavirus, tem sido muito
estudado devido em grande parte ao seu facil crescimento em cultura de célula,
e sua habilidade em causar doenca leve ou inaparente em humanos, estudos
gue demonstram os mecanismos de replicacdo dos Alphavirus, cita o SINV como
cepa referéncia (Figura 1). ®1 O ciclo de vida do Alphavirus inicia a partir da
ligacdo do virus a receptores celulares especificos, prosseguindo pela via
endocitica para ter acesso ao interior da célula. O virus é endocitado dentro de
vesiculas formadas pela via dependente de clatrina. ¢ A fusdo da membrana
celular com o envelope viral € desencadeada pela exposicéo a condi¢des acidas,
desestabilizando o heterodimero E1-E2 e desassociando as duas glicoproteinas,
resultando na exposicéo do peptideo de fuséo (E1). ¢35 Com a trimerizacéo de
E1 o peptideo de fuséo € inserido dentro da membrana alvo pela via dependente
de colesterol, formando um poro nas duas membranas, e entdo o
nucleocapsideo € liberado para o citoplasma. Em condigBes Aacidas, o

nucleocapsideo é desmontado e o RNA gendmico é liberado no citoplasma. ©5

56, 57)

O Alphavirus quando infecta a célula hospedeira produz trés tipos de
RNAs: RNA fita (+) gendmico 49S, RNA (-) complementar e RNAmM subgendmico

26S. ®® A sintese desses trés RNAs séo regulados fortemente pelo complexo
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proteico formado pelas quatro nsPs. O RNA gendmico 49S atua como RNAmM
sintetizando duas poliproteinas (P123 e P1234). 9 A traducdo do RNAmM no
nucleotideo 60 sintetiza P123 que gera as nsPs e P1234 que gera as proteinas
estruturais. P123 é pequena, mas muito abundante, a sua traducao termina no
cddon opal. 69 P1234 é extensa e pouco abundante, e é produto da traduc&o do
codon opal. O processamento da P123 ocorre pela a¢do da protease codificada
pelo virus, localizada dentro da nsP2. 1. 62 A traducédo da P123 gera as quatro
nsP (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4), que formam um complexo de replicacao,
atuando e regulando a replicacdo do RNA gendmico 49S, a sintese de fitas (-) e

a sintese RNAm subgendmico 26S. ©3)

As proteinas estruturais sé@o produzidas na fase intermediaria da
replicacdo do virus. Fitas (-) complementares sdo transcritas em fitas (+)
gendmica na fase da replicacdo do RNA genbmico 49S, e simultaneamente a
fase de sintese das proteinas estruturais, RNAsm subgendémico 26S sé&o
transcritos a partir de fitas (-), traduzidos préximo a regido codificante de C-
terminal de P1234, e geram as cinco proteinas estruturais, seguindo a ordem de
traducdo C, PE2 (E3+E2), 6K e E1. 69 A sintese de fitas (-) depende de varios
fatores, elementos de sequéncia conservados (CSE), complexo proteico

P123+nsP4, e fatores do hospedeiro. (¢4

A presenca da estrutura secundaria tipo grampo (hairpin), situado entre
nucleotideos 77 e 139 no RNAm subgendmico 26S, aumenta o processo de
traducdo da poliproteina estrututral. ©% A poliproteina é processada por
proteases virais e celulares, gerando auténticas proteinas estruturais. A proteina

C é a primeira a ser traduzida e logo apos o ribossomo retirar as juncdes entre
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ela e PE2, é liberada imediatamente por autoprotedlise. 6 A proteina C codifica
uma protease semelhante a serina no dominio C-terminal, com dobramento
(fold) semelhante ao da quimiotripsina. ") A proteina C sendo liberada forma-se
outra porcao N-terminal de PE2, que tem a fun¢éo de sinalizar a translocacéo de
PE2 ao reticulo endoplasmatico (RE). 8 A proteina 6K é liberada por clivagens

de signalase celular. A clivagem em 6k permite a translocacéo de E1 para RE.

(69, 70)

As proteinas do envelope ou glicoproteinas PE2+E1 translocadas para o
RE, sdo processadas e submetem-se a modificacdes pds traducionais como
glicosilacdo, onde cadeias grandes de manose sao adicionadas aos sitios de N-
glicosilacdo de PE2 e E1. ™Y Estudos demonstraram uma série de complexos
dobramentos intermediarios, auxiliados por chaperones, e junto a troca e
formacéo de ligacdes dissulfeto, resultando na heterodimerizacdo de E2 e E1.
(72) Ocorre também o processo de oligomerizacdo de PE2+E1, necessario para
saida das glicoproteinas do RE e seguir para o complexo de Golgi. Quando o
heterodimero (E2+E1) atinge a rede do trans- Golgi, e antes de chegar a
membrana plasmatica, PE2 é clivada pela peptidase celular furina, resultando no
processo de maturacdo das glicoproteinas E2 e E1, com isso forma-se o
complexo spike das glicoproteinas, saindo do Golgi em direcdo a membrana
plasmatica. (/® 74 A proteina E3 é liberada ou fica associada ao complexo spike
apos a clivagem do seu precursor PE2. Esta clivagem é necessaria para ativagao
da fusdo e entrada do virus em uma nova célula. "> 76 Estudos demonstraram
gue vacuolos citopaticos atuam guiando as glicoproteinas para regides de

brotamento. 7
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Em paralelo ao processamento e maturacdo das glicoproteinas do
envelope no RE, ocorre a etapa de montagem do nucleocapsideo no citoplasma,
apos a clivagem autoproteolitica na proteina C, ela € liberada e se associa
transitoriamente ao ribossomo, iniciando a encapsidacdo do RNA genémico para
que ocorra a montagem do nucleocapsideo. (/® 79 Estudos revelaram a
conservacao de componentes estruturais e funcionais, que regulam o sinal do
empacotamento do RNA gendmico em diversos Alphavirus. ® Com a montagem
do nucleocapsideo e a formacéo do spike de glicoproteinas, o ciclo de replicacdo
segue para o estagio final, o brotamento do virus. Para que ocorra o brotamento,
€ necessaria uma interacdo efetiva do nucleocapsideo com o spike de
glicoproteinas. €% Além dessa interagédo, a presenca do colesterol na membrana
plasmatica e o metabolismo de lipidios da célula hospedeira também sao

necessarios para o brotamento do virus. €182

1.2.3 Propagacdao e ensaio em cultura de tecidos

Isolamentos iniciais de Alphavirus podem ser feitos utilizando a
metodologia classica de inoculacao intracerebral em camundongos lactentes, no
gual € um hospedeiro muito suscetivel a infeccdo como a maioria dos Alphavirus.
6. 15 8) Muitos Alphavirus podem também ser isolados e propagados
eficientemente em fibroblastos primarios de embrido de pinto (CEF) e numa
ampla variedade de linhagens celulares continuas de mamiferos, tais como
células epiteliais humanas (HeLa, MRC5), células de rim de hamster (BHK),

células de rim de macaco (Vero), fibroblastos de rato e células de neuroblastoma.

(15, 84)

A maioria dos Alphavirus formam placas em células de mamifero ou de
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aves susceptiveis, sob uma camada de &gar (overlay). ® Linhagens de células
de mosquito (C6/36) também séo sensiveis a replicacdo, mas muitas vezes sem
efeito citopatico (ECP). (8687 O primeiro ensaio em placas de um virus isolado
de animal, foi WEEV em células CEF, o ensaio em placas continua sendo um
método pratico e sensivel para quantificar o virus infeccioso. 8 O tamanho da
placa é determinado pelo tipo de agar utilizado, também esta associada a ligacao
do virus a carga negativa de polissacarideos sulfatados presentes no agar, e

pela eficiéncia da replicagéo. 9 %0

1.3 Caracteristicas bioldgicas
1.3.1 Hemaglutinacéao

Os Alphavirus podem hemaglutinar eritrécitos aviarios (por exemplo,
gansos, galinhas), a hemaglutinacdo tem sido utilizada como um método de
quantificacdo do virus e inibicdo da hemaglutinacdo (HI) para medicdo de
anticorpos antivirais. Y Hemaglutinagdo requer exposigdo prévia do virus ao pH
acido, inicialmente depende da glicoproteina E1, o que reflete, provavelmente, a
ligacdo do dominio de fusdo da glicoproteina E1 com lipidios da membrana do
eritrocito. °Y E2 também participa da hemaglutinagdo porque alguns anticorpos
monoclonais (MAbs) especificos para E2 também tém atividade HI. 2 93) O teste

de HI tem sido util para determinar as relagbes antigénicas entre os Alphavirus.

(94)

1.3.2 Receptores celulares

A ligacdo do virus a superficie da célula e a entrada na célula € um
processo que depende de varios componentes, inicialmente das glicoproteinas

virais E1 e E2, da ligacdo com moléculas da superficie celular, do pH baixo no
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endossoma, e da fusdo com lipidios da membrana. ©% %) Variacdo em qualquer
um desses componentes afeta a eficiéncia da infeccéo e provavelmente células
susceptiveis ndo sejam infectadas in vivo. % 9) A ligacdo especifica virus e
célula é determinada principalmente pela glicoproteina E2. 0 %) O papel
importante de E2 na interacdo inicial virus-célula € evidenciado pela habilidade
de MAbs anti-E2 inibir a ligacdo do virus a célula, anticorpos anti-idiotipico
especificos a MAbs - E2 reconhecem supostos receptores do virus nas células,
e alteracGes de aminoacidos em E2 afeta a ligacdo do virus a diferentes tipos

celulares. (96.97)

A identificacdo de receptores especificos de Alphavirus tem sido dificil, e
pode ser complicada pelo uso experimental de cepas que sdo adaptadas a
replicacdo em cultura de tecido. ® Como cada Alphavirus infecta uma variedade
de hospedeiros, incluindo aves, mamiferos, e mosquitos, o virus deve usar um
processo evolutivo bem conservado, uma molécula da superficie celular ou
multiplas moléculas como receptores para o inicio da infecgdo. @ Nenhum dos
receptores de Alphavirus identificados parece ser de uso exclusivo, o que sugere
a possibilidade de varios receptores. Em alternativa, os Alphavirus utilizam
combinacBes de co-receptores para alcancar uma ampla variedade de

hospedeiros, e evidenciam um tropismo especifico observado in vivo. ?

O primeiro receptor de Alphavirus a ser identificado foi a molécula do
complexo principal de histocompatibilidade de classe | (MHC) em células
humanas e de camundongos. ©% Esta molécula ndo é absolutamente
necessaria, porque ceélulas que ndo expressam moléculas de MHC podem ainda

ser infectadas. % A elevada afinidade para o receptor da laminina foi identificado
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como um receptor em células BHK e como um provavel receptor em células de
mosquito C6/36. O receptor integrina ligante de colageno (VLA-1, CD49a/CD29)
é usado como receptor nas células HelLa. ©5190) O tipo de célula em que o virus
€ cultivado pode influenciar nas interacdes iniciais virus - receptor. Sulfato de
heparina (HS) pertence a familia dos glicosaminoglicanos, € uma molécula
importante na ligac&o inicial para varias cepas de Alphavirus. %0 A glicoproteina
E2 contém um dominio de ligagcdo a heparina, que se sobrepde ao epitopo
neutralizante E2c. As alteracdes de aminoacidos nesta regido esta direcionada
mais a residuos carregados positivamente, aumentando a eficiéncia de ligacao

a células em cultura de tecidos. (98102, 103)

A entrada na célula apds a ligacao inicial requer endocitose, seguida por
uma mudanca conformacional no trimero dos heterodimeros E1-E2 induzidos
pela exposicdo a um pH baixo na entrada do endossoma. (194.195) Os Alphavirus
podem interagir e se fundir com as membranas lipossémicas que ndo tenham o
receptor da proteina viral. %) A fusdo é uma propriedade da glicoproteina E1,
uma proteina de fuséo de classe Il com uma homologia estrutural a proteina E
dos flavivirus. @ A dissociacdo da proteina E1 de E2, em associagcdo com
membranas que contém colesterol, formam trimeros E1 estaveis. Durante esta
mudanca conformacional, o peptideo de fusédo no interior E1 € exposto e inserido
na monocamada externa da bicamada lipidica. @ A etapa de fus&do necessita de
condicdes ideais, como a presenca de colesterol e esfingolipideos na membrana
da célula alvo e o pH exato. Mudancas de aminoacidos em E1 afetam a

capacidade de fuséo. (106.107)
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1.3.3 Efeitos sobre células de vertebrados

Os Alphavirus replicam-se rapidamente em linhagem de células de
vertebrados, a liberacdo de particulas virais ocorre em 4 a 6 horas apés a
infeccdo. No momento da entrada do virus, ocorre um aumento na
permeabilidade, talvez por causa da formacéo de poros pelas proteinas E1, 6K
e/ou transframe (TF). % 198) A insercéo de glicoproteinas recém-sintetizadas na
membrana plasmatica torna as células infectadas capazes de induzir energia
metabdlica, trifosfato de adenosina (ATP) dependente da formacéo de sincicios,
e também pela exposicdo ao pH &cido. @ 109 A infeccdo provoca extensos ECP,
caracterizado por arredondamento celular, encolhimento, e vesiculas
citoplasmaticas, a morte celular ocorre por inducdo de apoptose em 24 a 48

horas. 110

1.3.4 Efeitos sobre células de invertebrados

Estudos de infeccdo utilizando Alphavirus em linhagens celulares
derivados de larvas Aedes albopictus e Ae. Aegypti demonstraram diferencas na
replicacdo entre as células de vertebrados e invertebrados. ? 111 A cinética de
replicacdo do virus é semelhante, frequentemente o virus amadurece dentro de
estruturas vesiculares na célula e séo liberados por exocitose, ao invés da via
membrana plasmatica. ©7> 112 Em linhagem de células de mosquito, os
Alphavirus sdo muito propensos a causar infeccao persistente néo citopatica ou

por um processo de morte celular sem apoptose. (¢7. 111, 113)

1.3.5 Composicgédo antigénica

Todos os Alphavirus estéo relacionados e compartilham sitios antigénicos

comuns, foi demonstrado em testes de HI, fixagdo de complemento (CF) com
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soros policlonais e por lise de linfécitos-T citotoxicos em células. @4 114
Provavelmente, a reatividade antigénica cruzada reflete nas sequéncias
conservadas na proteina C e glicoproteina E1, conferindo a mesma protecao
cruzada. 1% Essa reatividade cruzada formou a base para a classificacdo
original de um dos sorogrupos de arbovirus, o grupo A (Alphavirus), ainda é um
valioso método de identificacdo e classificacéo inicial de Alphavirus. % %4 Os
virus que possuem proximidades antigénicas dentro do sorogrupo formam um
complexo antigénico. Sete complexos antigénicos foram identificados dentro do
sorogrupo Alphavirus: Barmah Forest (BF), EEE, Middelburg (MID), Ndumu

(NDU), Semliki Forest (SF), VEE e WEE (Tabela 1). @

Os anticorpos para E1 sdo mais propensos a reagir de forma cruzada com
outros Alphavirus do que anticorpos anti-E2. Isto confirma dados de sequéncias
conservadas na proteina E1. (%2 115 Ensaios de ligacdo competitiva utilizando
MADbs identificaram cerca de sete epitopos na glicoproteina E1. A maioria dos
epitopos da regido E1 ndo sdo expostos na superficie do virus, mas estéo
presentes na superficie de células infectadas ou na etapa de exposicéo do acido
nucleico do virus. (115 116, 117) O epitopo E1-157 esta envolvido na etapa de
exposicao do 4cido nucleico. Anticorpos monoclonais neutralizantes distinguem

cepas diferindo apenas nos residuos 72 e 313 de E1. (116,118,119

Anticorpos contra E2 sdo geralmente especificos do virus. Ensaios de
ligacdo competitiva utilizando MAbs identificaram 4-5 epitopos na glicoproteina
E2. (92.120) As atividades bioldgicas dos anticorpos anti-E2 in vitro incluem Hl,
neutralizacdo da infectividade do virus, e o bloqueio de ligacdo do virus na

superficie da célula. Muitos MAbs anti-E2 tém atividade tanto neutralizante como
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inibitéria de hemaglutinacao, sugerindo que estas funcdes se sobrepbem e que
a alteracdo conformacional em E2 que ocorre ap0s a exposicado ao pH acido &

menos drastica do que em E1. (118,121, 122)

1.4 Evolucéo e filogenia

Os Alphavirus que replicam em artropodes, aves, repteis, peixes e
mamiferos, derivam de um Unico protoalphavirus desconhecido e fazem parte da
superfamilia de virus. 123 124) Esta superfamilia, inclue virus de RNA de plantas
com uma organizacao genética semelhante e proteinas replicase, mas diversas
proteinas do capsideo. (123 124) Entre os Alphavirus, os aminoacidos importantes
para a estrutura secundaria (por exemplo, residuos cisteina) foram conservados
nas glicoproteinas E1, E2 e E3, o que sugere que a estrutura tridimensional do
virus € semelhante para todos. A proteina do capsideo e E1 sdo as mais
conservadas das proteinas estruturais, ao passo que E2 é mais divergente. (125
Regides altamente conservadas nos genes nsPl e nsP4 tém permitido o
desenvolvimento de primers para detectar uma variedade de Alphavirus por
transcricdo reversa da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR). 26 Critérios
atuais de classificacdo de espécie de Alphavirus combinam genética, ecologia,
e informacg&o antigénica. @ As espécies geralmente tém ciclos de transmissdo
distintos e diferem em mais de 23% ao nivel de nucleotideos, e 10% na

sequéncia de aminoacidos quando genes da proteina E1 sdo comparados. @

Igualmente como acontecem com outros virus de RNA, os Alphavirus
sofrem alteracdo genética principalmente por acumulo de muta¢des pontuais no
RNA gendmico. Isto ocorre a uma taxa evolutiva lenta 1-7 substituicbes x 10* de

s

nucleotideos por ano, no entanto, é estimado para outros virus de RNA 5
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substituices x 102 de nucleotideos por ano. (127 128) A recombinagdo entre
Alphavirus pode ser demonstrada in vitro, mas é rara e geralmente coloca o virus
quimérico em desvantagem replicativa. (24 129 Qcorreu ocasionalmente na
natureza uma recombinagdo natural e bem sucedida entre dois Alphavirus
distintos, um evento que se estima ter ocorrido ha milhares de anos. 1?4 125 Qs
Alphavirus provavelmente sdo originarios da Ameérica e do velho mundo,
posteriormente, expandiram para o resto do mundo. (130131 Estudos de
reconstrucao filogenética apoiam esta visédo da evolucdo dos Alphavirus, a maior
divergéncia de sequéncia esta dentro dos virus do novo mundo do que 0s virus
do velho mundo, e do relacionamento antigénico entre 0 MAYV na América do

Sul e o virus Semliki Forest (SFV) na Africa. ©4

O MAYYV apresenta dois genétipos distintos, D e L, ambos apresentam uma
afinidade filogenética com o virus Una. ?® O genétipo D circula no planalto
central, na regido amazénica do Brasil, Peru, Bolivia, Venezuela, Colémbia,
Argentina e Trinidad. O gendtipo L parece ocorrer somente na regido amazoénica

do estado do Para. ¢

Os Alphavirus sdo transmitidos por uma variedade de invertebrados,
principalmente espécies de mosquito. No entanto, o virus geralmente tem um
vetor principal ou preferido para o ciclo enzoético. @ A maioria dos Alphavirus
pode infectar uma grande variedade de vertebrados, como aves, mamiferos,
peixes e atuam como propagador primario e hospedeiro (Tabela 1). O vetor
invertebrado especifico e o hospedeiro vertebrado usado por um Alphavirus ira
contribuir de forma significativa para determinar a distribuicdo geografica do

virus. @ Experimentos in vitro modelam a evolucéo utilizando passagem do virus
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em células de vertebrados, células de invertebrados, ou alternando células de
vertebrados e invertebrados, isso mostrou o0 aumento da fitness de replicacao
nas passagens, pouco acumulo de mutagdes vai se alternando nas replicacdes,

tal como acontece na natureza, entre células de vertebrados e invertebrados.

(132, 133)

Estudos sugerem que periodos curtos de transmissdo e a mobilidade do
hospedeiro influéncia na diversidade genética e evolugdo dos Alphavirus
geograficamente. (128 134 Virus que se hospedam em espécies de hospedeiros
aviarios enzooticos, propagam-se por extensas regides geograficas e evoluem
dentro de poucos gendtipos altamente conservados, enquanto que virus que
habitam hospedeiros mamiferos enzodéticos tem uma extensdo de dispersao
mais limitada, evoluem dentro de multiplos genétipos restritos geograficamente.
(135,136) Algumas cepas de Alphavirus associadas com epidemias ou epizootias

sdo antigenicamente e biologicamente distinguiveis de cepas enzobticas. (137 138)

1.5 Patogenicidade em vertebrados
1.5.1 Entrada do virus

A principal via de transmisséo dos Alphavirus em vertebrados é através da
picada de um mosquito infectado. Os mosquitos salivam durante a alimentacao
e depositam saliva infectada com virus extravascularmente. @39 Os titulos do
virus na saliva sdo os mais elevados, no inicio apés o mosquito ser infectado e
ao longo do declinio, com taxas de transmissdo ap6s 1 a 2 semanas, mas 0S

mosquitos permanecem infectados por toda a vida. (140, 141)

1.5.2 Locais primarios de replicacéo

Os sitios iniciais de replicacdo do virus provavelmente variam com o virus
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e hospedeiro. 142 143) Apos inoculagdo subcutanea, o virus pode infectar o
musculo esquelético no local ou ser absorvido infectando células Langerhans da
pele. Células de Langerhans e dendriticas transportam o virus para os ganglios
linfaticos local de drenagem da inoculacdo, que também podem ser infectados.
(142,143, 144) A infeccdo destas células apresentadoras de antigeno proximas da
pele pode ser uma via comum para iniciar a infecg¢do natural. @

1.5.3 Propagacao

Os Alphavirus induzem uma viremia substancial em hospedeiros
amplificadores e hospedeiros susceptiveis a doenga. 149 A capacidade de
montagem e de manter uma viremia, depende da producéo continua e eficiente
do virus em um sitio priméario de replicacédo, da entrada do virus no sistema
vascular, e da eliminagdo lenta a partir do sangue. (4% Estudos em animais
mostraram que os virus de formacao de placas pequenas sdo geralmente menos
virulento, porque eles sao eliminados mais rapidamente da circulacdo do que os
virus de formacédo de placas grandes. (146 147) Este fendmeno esta relacionado
com a capacidade do virus em se ligar a pequenas placas HS e, assim, de ser
rapidamente removido da circulacdo pelos glicosaminoglicanos altamente
sulfatados no figado. 199 A capacidade de invadir 6rgdos-alvo, em parte,
depende da duracéo e grau de viremia, mas também de outras caracteristicas

invasivas do virus. (148)

A viremia pode ser acompanhada por uma producéo de interferon (IFN),
de outras citocinas pré-inflamatérias, e febre. @ O virus se espalha através do
sangue para outros tecidos alvos. A medida que a resposta imune é induzida, a

viremia € terminada, mas a febre € renovada com aparecimento de uma resposta
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inflamatéria mononuclear no tecido infectado. ?® Em infeccdes que conduzem
exantema e artrite, as dores nas articulacdes geralmente aparecem cedo, apés

a infeccdo e antes do aparecimento do exantema. 19

1.5.4 Tropismo celular e tecidual

Os virus que replicam inicialmente no muasculo esquelético e ganglios
linfaticos perto do local da inoculagcdo, muitas vezes se espalham através da
corrente sanguinea para locais distantes dos musculos esqueléticos e de outros
tecidos linfaticos. 149150 Em camundongos, os midcitos cardiacos, osteoblastos,
cérebro, neurdnios da medula espinhal, e células de gordura marrom séo locais

secundarios de replicacéo frequentes para muitos Alphavirus. (5% 152)

Nos seres humanos, a pele € um alvo para Alphavirus que causam
exantema cutaneo, nas articulacdes a infeccdo viral causa artrite, no sistema
nervoso causa encefalomielite. 153-158) Pesquisas realizadas a partir de bidpsias
de pele identificaram Alphavirus. As células-alvo para replicacdo na pele séao
epidérmicas basais e células epiteliais do ducto écrino (glandulas sudoriparas).
(155) As células-alvo especificas de infecgdes que conduzem a artrite ndo sdo
bem conhecidas. %9 Em camundongos, infectam condrdcitos e células do
periésteo (tecido de cartilagem articular). 50152 Células sinoviais humanas e
macrofagos sustentam infeccao in vitro e o RNA viral é detectado em espécimes

de bidpsia sinovial. (159 160)

O mecanismo pelo qual Alphavirus encefaliticos entram no SNC néo esta
totalmente esclarecido. ® Estudos em ratos demonstraram infeccdo ou
transporte por células endoteliais cerebrovasculares, infeccdo de células

epiteliais do plexo cordide, infeccdo de neurdnios olfativos e transporte por
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nervos periféricos. 16 Neuroinvasividade é um componente de viruléncia que
varia entre 0s virus e cepas de virus. Uma vez dentro do sistema nervoso central,
0 virus pode se espalhar de uma célula para outra ou por meio do liquido
cefalorraquidiano (LCR). (162.163) Para a maioria dos Alphavirus encefaliticos, a
célula alvo dentro do SNC € o neurbnio e os danos para esta célula pode ser

grave e irreversivel. (163.164)

1.6 Respostaimune
1.6.1 Resposta inata

O IFN é um componente importante na resposta do hospedeiro a infeccao
de Alphavirus. & 45 Em experimentos com animais o IFN tipo | é induzido
abundantemente apds infeccdo de Alphavirus e, provavelmente, nos seres
humanos ocorra uma semelhanca. (9% 156) Cepas de Alphavirus variam na sua
capacidade de induzir o IFN, e a quantidade de IFN produzida € geralmente

relacionada com o nivel de replicac&o viral. (156.165)

Os animais podem ser protegidos contra a infeccao letal, se tratados com
IFN ou indutor de IFN antes ou logo apds a infecgdo. (166.167) Os animais que néo
conseguem responder ao IFN por causa de delecdes no receptor de IFN ou
auséncia de moléculas sinalizadoras de IFN desenvolvem infeccbes fatais,
mesmo quando infectados com cepas de virus avirulentos. (168.169) Além disso, a
auséncia de uma resposta de IFN permite a replicacdo do virus em células que
normalmente se mantém nao infectadas. @ O IFN parece atuar principalmente
no inicio da replicacdo do virus, sendo induzido durante o tempo da resposta

imune especifica. 2 170)

O tratamento de células com IFN inibe a replicacdo do Alphavirus. A
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ligacdo e a entrada do virus ndo sdo afetadas e o RNAm é traduzido. (167,171, 172)
Etapas de replicacdo posteriores, incluindo a formacdo de complexos de
replicacao, sintese de proteinas estruturais, e morfogénese, séo inibidas. 173174
Cepas virais variam na sua sensibilidade para atividades antivirais do IFN e isso
pode ou néo se correlacionar com a viruléncia. (168 175 Mutacgdes associadas com
alteracdo de sensibilidade para IFN foram mapeadas nas regides 5’UTR, nsP1

e nsp2. (168,176)

1.6.2 Resposta adaptativa para virus especifico

A Resposta imune celular e humoral é induzida por infeccdo. A resposta
imune celular manifesta-se pela presenca de linfécitos reativos a virus em
drenagem nos nodulos linfaticos e no sangue, nos tecidos infectados ocorre a
infiltrac@o de células mononucleares, essa resposta celular aparece dentro de 3
a 4 dias apoés a infecgéo. 77: 178,179 Ambas parecem desempenhar um papel

importante na recuperacao da infeccéo e protecéo contra a reinfeccéo. @

1.6.3 Imunidade humoral

Anticorpo IgM especifico ao virus € detectavel muito cedo na doenca
humana, sua investigacdo é frequente no diagndstico rapido de infeccdes.
Anticorpo IgA especifico ao virus também aparece no inicio da infeccdo, mas
diminui rapidamente. Anticorpo IgG aparece no soro apos 7 a 14 dias e € mantido
em niveis relativamente elevados por anos. 18%-184) Muitas evidéncias apoiam a
hipotese de que, a recuperacédo da infec¢do por Alphavirus depende em grande
parte da resposta de anticorpos. 167- 185 A rapidez na sintese de anticorpos no
hospedeiro € um resultado preditivo a encefalite, por isso que pacientes sem

evidéncia de anticorpos num tempo avancado da doen¢a sdo mais propensos a
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morrer. (186 Anticorpo pode neutralizar a infectividade do virus e isto promove a
depuracédo do virus através do sistema reticuloendotelial, em conjuncdo com o
complemento. O aparecimento de anticorpos tem correlacdo com a suspenséo

de viremia. (% 185, 187)

1.6.4 Imunidade celular

A infeccdo induzida por Alphavirus estimula a producdo de citocinas
linfoproliferativa especifica de virus e linfocitos T citotdxicos. (188 189 Apés a
inoculacao do virus na epiderme, as células Langerhans aumentam a expressao
de antigeno de classe Il do MHC, bem como, moléculas acessoérias e co-
estimuladora que aumentam a ativacdo de células T. 199 As células T

desempenham um papel na depuracéo do virus e na protecdo de aerossois. (190

1.7 Viruléncia

Viruléncia é avaliada pela capacidade do virus em causar doenca fatal e,
para Alphavirus, isto reflete geralmente na gravidade da doenca neuroldgica.®?
O grau de viruléncia é influenciado pelas caracteristicas do hospedeiro e do
virus. 150.193) Um determinante de viruléncia inicial do virus é a susceptibilidade
ao IFN mediada pela inibicdo da replicacdo. Virus com maior susceptibilidade a
IFN sdo atenuados comparados com virus com menor susceptibilidade ao IFN.
(168) A capacidade de uma cepa viral causar doenca fatal ou uma complicacéo
relacionada a infeccdo depende também muitas vezes do fundo genético do
hospedeiro, mas os determinantes especificos de susceptibilidade genética
estdo sendo identificados. (19 Cepas avirulentas de Alphavirus podem replicar
mal, mesmo em animais recém-nascidos, enquanto que cepas Vvirulentas

normalmente podem replicar e assim causar doenca em adultos, e também nos
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animais recém-nascidos. (195.19)

Para Alphavirus encefaliticos, outro fator determinante da viruléncia viral
é a capacidade de entrar no SNC de forma eficiente (neuroinvasividade). (197 19)
Muitas cepas de Alphavirus podem causar doenca fatal apds inoculacao
intracerebral ou intranasal, mas ndo apos administracdo subcutanea ou
intraperitoneal. (198199 O tempo de depuracéo do virus no sangue muitas vezes
esta correlacionado com a viruléncia, cepas virulentas sdo frequentemente mais
lentas na eliminacdo do que as cepas avirulentas. 198200 Viremia é uma funcao
do nivel de replicacéo periférica e rapidez de apuramento. 147 198) Replicagdo
periférica, viremia, neuroinvasividade e neurotropismo (capacidade de se
replicar em células do SNC) contribuem para a viruléncia e tendem a ser

influenciados pelas diferentes caracteristicas moleculares do virus. @

1.7.1 Persisténcia

Estudos indicam que Alphavirus pode persistir ap0s o aparecimento de
uma resposta imune, na depuracdo do virus a partir da circulacdo, e na
eliminagdo aparente do virus infeccioso a partir do tecido. ?°) Casos graves e
progressivos de encefalite em humanos sao citados e exames patolégicos de
tecidos do SNC, ap6s meses e anos de resolucdo da encefalite aguda,
mostraram um processo inflamatério ativo. ?%2 Proteinas e RNA virais podem
ser detectados no sistema nervoso por um longo periodo. Postula-se que a
persisténcia do virus € devida falha do sistema imune em eliminar células

infectadas. (195, 203-205)

1.8 Infeccéo congénita

Os Alphavirus podem ser transmitidos via placenta, experimentos em
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animais indicam a protecado do feto quando acontece a transferéncia de 1gG
materno antiviral antes da infec¢do, mas quando a infeccéo fetal ocorre antes os
anticorpos ndo medeiam a recuperacéo. ?%) A infeccdo congénita em macacos
induz malformacdes do cérebro e do olho, em seres humanos, ndo foram

observadas anomalias, no entanto, o inicio da infec¢do pode levar a morte fetal.

(207, 208)

1.9 Patologia em mosquitos

Os Alphavirus tém habilidade em infectar mosquitos com eficiente
replicacdo e disseminacdo, as glandulas salivares sdo essenciais para a
manutencao do ciclo de transmissdo natural. @ Nem todos os mosquitos que se
alimentam de sangue de um hospedeiro virémico séo infectados, e nem todos
0s mosquitos infectados desenvolvem na glandula salivar a infeccdo e a
capacidade de transmissdo do virus. ® Muitos Alphavirus preferencialmente
infectam uma variedade limitada de espécies de mosquitos, e esta
especificidade de hospedeiro desempenha um papel importante na
determinacdo da distribuicdo geografica do virus. ® Mesmo dentro de uma
espécie, as cepas de mosquitos podem variar na susceptibilidade a infec¢céo por
Alphavirus. @ O periodo de incubacéo extrinseca, ou seja, 0 tempo entre uma
refeicdo de sangue infectado e capacidade de transmitir a infeccéo, depende da
rapidez com que o virus replica e se dissemina nas glandulas salivares do
mosquito. @ Este periodo € relativamente curto (2-7 dias) para Alphavirus
comparado com outros arbovirus. %) Estudos recentes relataram que o MAYV

pode ser transmitido via transovariana, o virus é transmitido do mosquito adulto

para sua progénie. (22 26)
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1.10 Abordagem metabolémica

A metabolémica tem evoluido a partir de um ramo pouco conhecido da
guimica analitica, expandindo-se em diversas aplicabilidades, como descoberta
de drogas ou desenvolvimento, toxicologia clinica, estudos nutricionais,
fenotipagem quantitativa de plantas e microorganismos, e identificacdo de
biomarcadores.?'® Os avancos técnicos ampliaram a sua utilizacdo por

centenas de laboratérios em todo o mundo. @11

A metabolémica mudou o paradigma no campo da bioquimica analitica, &
a area mais recente da biologia de sistemas, € definida como area pos-genémica
mais emergente, estuda o metaboloma, termo sugerido pela primeira vez por
Stephen Oliver em 1998, significa o conjunto de todos o0os compostos
(metabdlitos) de baixa massa molecular (< 1000 Da) produzidos e/ou

modificados por um organismo no ambiente intracelular e extracelular.?12-213)

E datada desde a Grécia antiga a relacéo de alteragdes em tecidos e
fluidos biolégicos como indicativo de doenca.@¥ A partir da idade média, foram
amplamente usadas tabelas de diagndstico contendo caracteristicas dos
cheiros, sabores e cores da urina para varias condicdes médicas, tais
caracteristicas tém origem metabdlica.?¥ Em 1960 utilizou-se o primeiro
método matematico para modelar o metabolismo das células, técnicas foram
desenvolvidas, como cromatografia gasosa (CG) acoplada a espectrometria de
massa (MS) para quantificar concentracdes de metabdlitos.?'¥ Em meados da
década de 80 desenvolveu-se a ressonéncia magnética nuclear (RMN), sensivel

o suficiente para identificar metabdlitos em fluidos biolégicos ndo alterados, isto
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conduziu a descoberta de alteracdes no perfil de metabdlitos, causadas por

certas doencas e por efeito colateral adverso a medicamentos. 14

Conceitos atuais na metabolébmica, do ponto de vista analitico
substituiram a classificacdo proposta por Oliver Fiehn em 2002.(15-216) H3 duas
abordagens principais para analisar o metaboloma, a primeira é analise
direcionada que determina um grupo de metabdlitos pré-definidos, ignorando
outros metabdlitos detectaveis na andlise. A outra abordagem € o pefrfil
metabdlico subdividido em fingerprinting metabdlico que determina o perfil de
metabolitos intracelulares, e footprinting metabdlico que determina o perfil de
metabdlitos extracelulares.?5-216) O perfil metabdlico determina um conjunto de
metabdlitos ou produtos derivados dos mesmos, quando analisados podem ser
identificados ou néo, se for detectavel na amostra por técnica analitica vem
acompanhado de uma estimativa de quantidade absoluta ou relativa.@) E
comum fazer uso de separacdes cromatogréaficas para o perfil metabdélico, mas
a utilizacdo de poderosos detectores quimicos como RMN, espectroscopia de
infravermelho usando transformacgéo de Fourier (FT-IR), ou espectrometria de
massa de ionizacdo electrospray (ESI-MS) classificam rapidamente as amostras

por andlise de dados multivariados ou quimiometria. (@18

Anadlise de metabdlitos é muito mais complexa do que analise de DNA
(gendmico) e RNAm (transcriptdbmico), que se baseiam na analise quimica de
biopolimeros composto de 4 nucleotideos diferentes, no caso da proteina
(proteoma) é consideravelmente complexo, se baseia na analise de biopolimeros
formados por 22 aminoacidos diferentes, esses biopolimeros possuem

similaridade na sua composicdo quimica, isso facilita o desenvolvimento de
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métodos analiticos.?'9 Na andlise do metaboloma, sdo identificados milhares de
compostos quimicos com baixa massa molecular e propriedades quimicas
diferentes, como espécies ibnicas, carboidratos hidrofilicos, alcoois e cetonas
volateis, aminoacidos e acidos organicos, lipideos hidrofébicos e produtos
naturais complexos.?9 Com essa diversidade de elementos quimicos
combinado a variagdes de concentracdo (pmoles a mmoles), torna analise de

todo o metaboloma da célula uma tarefa muito dificil de ser realizada. (19

Andlise dos metabdlitos inicia com a preparacdo das amostras, foram
desenvolvidos métodos eficientes acoplados aos poderosos detectores quimicos
de alta especificidade, tais como RMN, FT-IR, ou ESI-MS.?19) A preparacéo das
amostras é uma etapa crucial para analisar o metaboloma, o primeiro passo &
interromper rapidamente o metabolismo celular, denominado de quenching
celular.(?20-221) A [iteratura cita varias metodologias, no entanto, a técnica em
nitrogénio liquido ou em solu¢cdo de metanol frio (< - 40°C) sdo as mais
empregadas. Os niveis de metabdlitos variam rapidamente com quaisquer
alteracbes no ambiente da célula, por isso a interrupcdo instantdnea do
metabolismo celular. Os metabdlitos extracelulares possuem uma meia-vida

maior do que os intracelulares. 20221

A segunda etapa na preparacdo da amostra € a separacao da biomassa
celular do meio de cultura extracelular, essa técnica analisa metabolitos
extracelulares em cultura de células ou microrganismos.(?20-221) Se for
identificagcdo de metabdlitos intracelulares, esses sao extraidos do meio
intracelular, as técnicas de extracdo utilizam solventes organicos para cada

classe de metabdlito, evitando ao maximo perdas por degradacdo e/ou reacéo
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bioquimica, a extracdo os tornam acessiveis as diferentes técnicas analiticas.
(220-221) ApGs extracdo vem a concentracéo da amostra intracelular, geralmente a
amostra fica diluida no volume do solvente orgénico usado na extracdo, a
concentracéao é feita por liofilizacao, evaporacédo a vacuo dos solventes, ou por

micro-extracdo em estado soélido. (220221

Apés a preparacdo da amostra, segue a etapa de analise no detector
quimico, como RMN, esse método de deteccédo e identificacdo de metabdlitos
celulares, € muito utilizado na caracterizacdo estrutural de compostos
desconhecidos, e na andlise do metaboloma celular.?® No entanto, existem
situacdes que o espectro de RMN de 1H néo fornece dados suficientes para se
caracterizar um metabdlito desconhecido. Outro método de RMN de 13C é pouco
sensivel, e demorado para analisar uma Unica amostra. Os equipamentos para

RMN s&o caros comparados aos de MS. (210

ApOs andlise dos metabdlitos, os dados obtidos sdo convertidos em
informacdes interpretaveis. Existem duas maneiras para converter os dados
metaboldbmicos: a primeira € fazer uma classificacdo das amostras sem
identificar os metabdlitos, essa abordagem utiliza a quantificacédo relativa dos
diferentes metabdlitos, como por exemplo a intensidade de picos, esses
diferentes compostos sao classificados com uma nomenclatura aleatéria, sem a
identidade do composto, como por exemplo o tempo de retengcdo ou massa molar
dos picos, ou compostos A, B, etc.(??0-221) Essa abordagem é feita quando nao
se consegue identificar compostos detectados, geralmente isso ocorre quando a
amostra é injetada direto na RMN, sem separacdo prévia dos compostos da

amostra através da cromatografia ou eletroforese.(??0-22) Esse método é
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empregado para classificar formas mutantes com relacdo a tipos selvagens,
classificar estagios diferentes no desenvolvimento de uma célula ou organismo,
e também diferenciar entre células sadias e enfermas, sem identificar,
necessariamente, a causa das alteragdes.??%-22) Contudo, as informacées séo
limitadas por nao identificar os metabdlitos detectados, o que dificulta
caracterizar qual via metabdlica ativa foi alterada na célula, impedindo uma
integracdo direta dos dados metaboldémicos com dados das outras areas da

gendmica funcional.(220-221)

A segunda maneira € identificar um maximo de metabdlitos possiveis dos
que foram detectados. Essa abordagem evidencia o potencial de analise do
metaboloma, na identificacdo e quantificacdo (relativa e absoluta) dos diversos
metabdlitos detectados nas amostras.(?19222-223) Quando se observa alteracées
nos niveis de metabdlitos especificos, evidenciasse a identificacdo de alteracdes
em vias metabdlicas especificas, e junto possibilita identificar e caracterizar
novas vias metabdlicas.?19 Contudo, facilita a integragdo com dados obtidos nas
diferentes areas da gendmica funcional, caracterizando mutacfes e genes
silenciosos, e elucidando mecanismos regulatérios do metabolismo celular. @10
Para esse tipo de abordagem, é necessaria uma andlise estatistica dos dados,
para saber se a variacao no nivel de cada metabdlito é significativa, geralmente,
sao utilizados o teste t ou analise de variancia (MANOVA), além disso, para esse
tipo de analise sdo necessarias réplicas das amostras, em cultivo celular sdo
feitas de trés a seis réplicas, o uso do controle depende do estudo em

questao.(223-224)
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Os dados metaboldomicos sdo multivariados e dificeis de serem
visualizados, no entanto, neste tipo de analise no tratamento dos dados, o
importante é ilustrar com clareza a visualizacdo e apresentacdo dos dados, o
ponto principal a ser ilustrado, sdo as principais diferencas nos niveis de

metabolitos presentes nas amostras quando comparados entre si. (@10

Os dados gerados a partir da multiplicidade de amostras (multiplicidade de
variaveis) sao tratados por diversos métodos analiticos softwares que estéo
disponiveis na internet e no mercado, alguns sédo gratuitos. Os principais
métodos sdo analise do componente principal ou Principal Component Analysis
(PCA), anadlise de discriminantes multiplos ou Fischer Discriminant Analysis
(FDA) e técnicas de agrupamento ou clustering.??9 Esses métodos podem
definir o perfil metabdlico de uma amostra, ou seja, o perfil pode ser definido
empiricamente como o conjunto de todos os metabdlitos ou produtos derivados
(identificados ou desconhecidos) detectado pela analise da amostra, utilizando
um determinado método analitico, juntamente com estimativa da quantidade

(relativa ou absoluta) de cada metabdlito.(?13)

Outros métodos alternativos estdo sendo explorados para melhorar a
interpretacdo dos dados metabolémicos, além da integracdo com dados
protedmicos e transcriptomicos.?9) Um dos métodos é a visualizacdo em rede
metabdlica, na qual os compostos com niveis aumentado e diminuido séo
indicados direto na rede metabdlica, usando uma escala de cores.?® O outro é
o modelo de chips de DNA ou DNA microarrays, no qual o nome do metabdlito
substitui 0 nome do gene em colunas contendo duas variaveis, essas variaveis

sdo nomeadas por exemplo como tipo selvagem (amostra padréo) e tipo mutante
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(amostra analisada), cores indicam se o nivel do metabdlito aumentou ou

diminuiu na amostra analisada comparado amostra padréo.(?23-224)

Os dados metabolémicos estéo integrados em diversas aplicacdes, como
na caracterizacao funcional de genes redundantes e/ou genes silenciosos, sao
genes que estdo ativos quando outros sdo deletados ou mutatos.??® Outra
atuacdo estd na biotecnologia, a engenharia metabdlica € hoje uma area
consagrada, atua no melhoramento modificando as propriedades de um
organismo ou linhagem, utilizando a tecnologia do DNA recombinante. 226-227) A
tecnologia metabolémica também atua nos estudos de plantas, avancos no
conhecimento dos metabdlitos vegetais, gerou uma alta qualidade de controle
nos alimentos que consumimos, também destaca-se uma outra atuacdo, no
monitoramento e avaliacdo de alimentos contendo organismos geneticamente
modificados. Atualmente a metabolémica de plantas € a area que apresenta

maior avanco.(210.228)

A combinacéo de estudos gendmicos, transcriptdmicos e/ou protedmicos
junto com a metabolémica, ajudou na compreensédo e interpretacdo de varios
processos bioldgicos complexos-?1Y A partir desses estudos surgiram hipéteses,
como possiveis pontos de regulacdo em nivel molecular do funcionamento
celular, definindo o fenotipo de células e tecidos alterados em resposta a
modificacdes genéticas e ambientais, além de esclarecer diferengas como
alteracdes nos niveis de RNAmM que nem sempre correspondia as alteracdes nos
niveis de proteinas, e quando traduzida, uma proteina podia ou nao estar
enzimaticamente ativa, esses resultados nem sempre correspondiam as

s

alteracdes fenotipicas.(??%230) Andlises do metaboloma é o complemento
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fundamental na determinacdo das fungdes génicas.?10214 A dinamica do
complexo sistema regulatério operante dentro da célula é conduzida pelas vias
metabdlicas, os metabdlitos atuam como substratos, produtos e cofatores das
reacdes bioquimicas celulares, desempenham uma funcdo importante na

conexdo das diferentes vias metabdlicas que operam dentro da célula.?3)

Dentro deste cenario, o0 sistema biologico, detectores quimicos sensiveis
com alta especificidade, integrados a métodos analiticos aumentaram
significativamente as taxas de descobertas em estudos metaboldmicos,
tornando-se uma ferramenta geradora de hipGteses poderosas na ciéncia
moderna.®3? Isto significa que a funcionalidade do sistema bioldgico, em termos
de interacdes entre numerosos compostos bioquimicos pode ser elucidado. O
dinamismo desta area relativamente nova, tem o reconhecimento do seu

potencial para aplicacdo em estudos bioldgicos. @32
1.11 Relevancia do estudo

A alta incidéncia de doencas causadas por arbovirus (dengue e
chikungunya) esta associada a varios fendbmenos (climéticos e ambientais) que
afetaram o nicho ecolégico desses virus zoonoéticos; a degradacdo do meio
ambiente também afetou os reservatérios de animais hospedeiros e dos vetores
artropodes (mosquitos e carrapatos), os quais compdem o ciclo silvestre
(enzootico) desses virus. Esse ciclo enzootico (manutencgéo) sofreu mutagoes e
tornou-se potencialmente urbano; mudancas e adaptacdes do nicho ecoldgico
de varios géneros de vetores Culex, Aedes albopictus e Ae. Aegypti, combinado
a grandes aglomeracdes urbanas, aumentou o potencial de transmisséao desses

virus.
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Esse fenbmeno de virus zoondtico que gera mutacdes induzindo uma
melhor capacidade de transmissdo por mosquitos vetores antropofilicos (ciclo
urbano), tornando-se bem sucedido na sua propagacao por varias regides até
causar epidemias, € referente ao virus chikungunya. O MAYV também é capaz
de induzir mutacfes e adaptar-se a um novo ciclo enzodtico, ou seja, mutacdes
no seu ciclo de manutencéo ampliardo sua susceptibilidade a outras espécies de
mosquitos vetores (antropofilicos), e o nicho ecolégico desses vetores esta
adaptado ao cotidiano doméstico e urbano, o que potencializara o ciclo biolégico
do MAYYV a tornar-se um ciclo urbano, aumentando, dessa maneira, a incidéncia

de infec¢Bes em varias regides do Brasil.

Recentemente na regido amazonica (Manaus) ocorreu um surto de doenca
febril causada por MAYV, com ciclos de transmisséo noturno em areas urbanas
e semiurbanas. Isto destaca preocupacdes sobre o potencial de urbanizacao do
MAYV no Brasil, um cenario de futuras epidemias, resultando em mais um

problema de saude publica.

Desde a década de 50 tem sido relatado surtos do MAYV na regido norte
do Brasil, causando uma doenca febril aguda leve, o que caracteriza uma viremia
transitéria com duracao de trés e cinco dias, acompanhada por eritema cutaneo,
mal-estar, dores de cabeca, dor nos olhos, mialgia, e artralgia que pode durar
varios dias ou semanas. A febre mayaro, como é conhecida na literatura,
apresenta uma clinica ndo especifica, que é confundida muitas vezes com a

febre causada pelo virus chikungunya e dengue.

O MAYV tem o seu ciclo biolégico na natureza como uma zoonose de

primatas, tornando-se infectante pela picada de mosquitos do género
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Haemagogus (principal vetor) que vivem em copas de arvores; 0 seu ciclo
enzodtico é similar ao do virus da febre amarela. A presenca de humanos em
florestas tropicais da América Sul (habitat zoondtico) por motivos de trabalho,
viagem ou residéncia, deu inicio aos casos de doenca febril causadas pelo

MAYV.

A doenca febril aguda causada pelo MAYV ainda é negligenciada, pelo fato
dos sintomas clinicos serem nao especificos e confundidos com outras viroses;
também o diagnaostico laboratorial para o MAYV é realizado em poucos locais no
Brasil. As formas graves da doenca resultam em artralgia incapacitante cronica,
ndo havendo estudos sobre os mecanismos moleculares envolvidos na
fisiopatogénese do MAYV que induzem a artralgia, o que destaca a importancia
de investigar e entender esses mecanismos que contribuem para doenca, ou

seja, quais vias metabolicas o virus precisa para sua replicacéo.

A analise metabolémica detecta e identifica diversos metabdlitos que atuam
no metabolismo celular; andlise dos dados evidencia diferencas no nivel de
regulacdo do metabdlito, além de identificar alteracbes em vias metabdlicas
especificas da célula. Estudos demonstram que alteracdes nas vias metabdlicas
causadas por um patdgeno estdo associadas aos sintomas clinicos da doenca,
além do que, revelam novos marcadores moleculares que podem auxiliar nas
pesquisas de novos e seletivos farmacos, conduzindo a uma terapéutica mais

eficiente.

Contudo, o presente estudo tem como objetivo analisar os niveis de
regulacédo dos metabalitos extracelulares em células Vero infectadas pelo MAYV,

0 que podera indicar o estado de regulagéo dos metabdlitos intracelulares, além
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de evidenciar possiveis vias metabolicas usadas por esse virus durante seu ciclo
de replicacao, e definir o perfil metabdlico das alteracdes. Vale ressaltar que esse

€ 0 primeiro estudo na literatura focalizando esse assunto.

1.12 Objetivos

1.12.1 Objetivo geral

Analisar metabolitos extracelulares produzidos em células Vero infectadas

pelo MAYV.
1.12.2 Objetivos especificos

1. Comparar o perfil metabdlito extracelular obtido de células Vero

infectadas e ndo infectadas.

2. Analisar alteracdes de vias metabdlicas induzidas pela infec¢cdo do MAYV

em células Vero.

3. Comparar o nivel de metabdlitos em células Vero nos periodos de 2, 6 e

12 horas pés-infeccéo.
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2.MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

2.1.1 Linhagem celular

Utilizou-se célula Vero (ATCC n° CCL-81), uma linhagem continua e
aneuploidia, originaria de células epiteliais renais extraidas de macaco verde
africano (Cercopithecus aethiops). A linhagem foi desenvolvida por Yasumura e
Kawakita na Universidade de Chiba, em Chiba, Jap&o.®? A linhagem celular foi
nomeada Vero, da abreviacdo Verda Reno, que significa renal verde no idioma
esperanto.34) Usou-se também, uma linhagem celular continua o clone C6/36
(ATCC n° CRL-1660), originaria de larvas de mosquitos Aedes albopictus. (3%

Ambas sdo susceptiveis ao isolamento e propagacao de arbovirus.(@3®)

2.1.2 Virus

A cepa de MAYV BeAr 20290 foi utilizada nos experimentos, isolada de
mosquito Haemagogus em 1960 pelo Instituto Evandro Chagas (IEC). A cepa foi
propagada inicialmente com uma passagem em cérebro de camundongo recém-
nascido (espécie Mus musculus), através da inoculacao pela via intracerebral e

posteriormente inoculados em células C6/36 para producéo do estoque viral.
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2.2 Métodos

2.2.1 Preparacao do meio de cultura

Utilizou-se o meio minimo essencial de Eagle (MEM) (Cultilab, Campinas,
Brasil) como meio de cultura para célula Vero, e o meio Leibovitz (L-15) (Cultilab)

para célula de mosquito clone C6/36.

Num copo de beaker ou erlenmeyer colocou-se 9,77g do MEM em 1 litro
de agua Milli-Q. Para dissolver o MEM, usou-se uma barra e um agitador
magnético, em seguida, foi adicionado 2,2g de bicarbonato de sddio 8,4% para
ajustar o pH em 7,2 a 7,4. Em camara de fluxo laminar o meio foi filtrado num
sistema para filtragdo sob presséao utilizando uma membrana esterilizante de
0,22 pm (Nalgene -Thermo Scientific, USA), depois foram adicionados
antibiéticos (penicilina, estreptomicina, e gentamicina) (Sigma, USA) e fungicida
(anfotericina) (Gibco, USA). Para testar a eficiéncia da filtracdo, adicionou-se um
pequeno volume do meio MEM 1x (5-10 mL) em um tubo falcon e incubou-se a
37°C por 1 semana, para verificar o crescimento de microrganismos. Quando se
confirmou a esterilidade do meio MEM 1x preparou-se o meio de crescimento
adicionando 10% de suplemento rico em proteinas, soro fetal bovino (SFB)
(Cultilab) estéril e inativado a 56°C por 30 minutos, o meio foi conservado na

geladeira a 4°C.

O preparo do meio L-15 foi semelhante a descrigédo anterior, 14,11g do L-
15 em 1 litro de agua Milli-Q, sem adicionar bicarbonato de sodio 8,4%. Apos
confirmar a esterilidade do meio L-15 preparou-se o0 meio de crescimento

adicionando 10% SFB, também foi conservado em geladeira a 4°C.
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2.2.2 Repique celular

Para manutencéo da linhagem celular Vero, usou-se garrafa média (75
cm?) e semeou-se com densidade 8,5 x 10° de células, para formacdo da
monocamada e confluéncia acima de 90%. Antes de iniciar o repique, foi feita
uma observacdo da monocamada e da morfologia das células no microscépio

optico (MO).

Apéds a observacdo microscépica, o meio de crescimento MEM (10% SFB)
da garrafa meédia foi descartado e a monocamada celular foi lavada (2x) com 3
mL de solucdo salina fosfatada (PBS 1x), para retirada de inibidores e
competidores que poderiam interferir na acdo da tripsina junto a ligacdes
intercelulares. Em seguida, adicionou-se suavemente 1000 pL de tripsina
(Cultilab) sobre a monocamada, agitando levemente a garrafa para espalhar a
tripsina. Incubou-se a 28°C por 5-10 minutos para acelerar o processo de
desprendimento das células na superficie da garrafa. Quando as células
estavam totalmente soltas da superficie, foi acrescentado 9 mL do meio de
crescimento MEM (10% SFB) homogeneizando suavemente a suspensao
celular com pipeta, evitando a formag&o de bolhas. Foi adicionado 1 mL da
suspensao celular em garrafas novas, completando o volume da garrafa com 14
mL do meio de crescimento MEM (10% SFB), e agitando levemente para
espalhar as células na superficie da garrafa. As garrafas foram incubadas em
estufa a 37°C com 5% de COo, e feita a observagao microscopica do crescimento

celular apos 24 e 48 horas.

A linhagem celular C6/36 foi mantida em meio de crescimento L-15 (10%

SFB), e semeada em garrafa média (75 cm?) para obter uma monocamada de
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confluéncia entre 80-90%. Antes de iniciar o repique, foi feita uma observacao
da monocamada e da morfologia das células no MO. Em seguida, o meio de
crescimento L-15 (10% SFB) foi descartado ndo totalmente para facilitar o
desprendimento da monocamada, ndo se utilizou tripsina, foram efetuadas
sucessivas batidas na garrafa com a méo, e 5-10 minutos de incubacéo a 28°C
para acelerar o desprendimento das células na superficie da garrafa. Apos a
incubacdo e mais sucessivas batidas na garrafa, as células desprenderam-se
totalmente da superficie, foi adicionado a suspensao celular 10 mL do meio de
crescimento L-15 (10% SFB), homogeneizando suavemente com a pipeta,
evitando a formacao de bolhas. Foi adicionado 3 mL da suspenséo celular em
garrafas novas, completando o volume da garrafa com 12 mL do meio de
crescimento L-15 (10% SFB), e agitando levemente para espalhar as células na
superficie da garrafa. As garrafas foram incubadas em estufa a 28°C, e feita a

observacéo microscopica do crescimento celular apos 24 e 48 horas.

2.2.3 Infeccéo da célula C6/36

Para produzir o estoque MAYYV, células C6/36 foram cultivadas em garrafa
grande (150 cm?) com 90% de confluéncia da monocamada. Um volume de 10
mL da suspensédo celular do clone C6/36 foi adicionado na garrafa grande,
completando o volume da garrafa com 15 mL de meio de crescimento L-15 (10%
SFB). Apo6s 24 horas de incubacédo a 28°C a monocamada estava formada para
etapa de infec¢gdo. O meio de crescimento L-15 (10% SFB) foi descartado e
inoculado 200 pL da aliquota da cepa BeAr 20290, seguindo 1 hora de incubacao
a 28°C, nesse tempo a garrafa foi agitada gentilmente em intervalos de 15 em

15 minutos para facilitar adsorcao do virus na membrana celular. Apés a etapa
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de adsorcao, foram adicionados 25 mL do meio de manutencéo L-15 (1% SFB),
apos 24 h de incubacéo a 28°C foram feitas observacfes diarias no MO para
visualizacédo do ECP, no 6° dia de observacao, a monocamada estava totalmente
destruida, com presenca caracteristica de sincicios. O sobrenadante celular

infectado foi aliquotado e congelado a -80°C, para procedimentos posteriores.

2.2.4 Teste de plagueamento em meio semi-sélido

Para titular a cepa BeAr 20290, iniciou-se tripsinizando uma garrafa média
de célula Vero para semear uma placa de 24 wells com densidade 0,22 x 10° de
células. Adicionou-se 80 pL da suspensdo celular em cada orificio da placa,
completando com 2 mL do meio de crescimento MEM (10% SFB), observou-se
a monocamada com 80-90% de confluéncia em MO apdés 24 horas de incubacgéo
em estufa a 37°C com 5% de CO:2. Antes de infectar a célula, o virus foi diluido
1:10 em séries de 10x, utilizou-se o meio MEM (1x) sem SFB como diluente e o
preparo das diluicdes foram realizadas no gelo. A seguir, 0 meio de crescimento
MEM (10% SFB) contido na placa foi descartado e inoculado 100 pL das
diluicdes 10° a 10° com quatro réplicas para cada diluicdo, e simultaneamente
200 pL do diluente (sem o virus) foi adicionado em cada orificio correspondente
ao controle negativo, a placa foi suavemente agitada para espalhar o inoculo,
depois se seguiu a etapa de adsorcao por 1 hora em estufa a 37°C com 5% de

COa.

Antes de completar o tempo de adsorcéo, preparou-se a mistura (overlay)
semi-sélida, contendo 25 mL de carboximetil celulose 2% (CMC), 25 mL de meio
MEM (2x) e 5 mL SFB (10%). Concluida a etapa de adsorgéo, 2 mL do overlay

semi-solido foi adicionado em cada orificio, para evitar contaminacao os orificios
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correspondentes ao controle negativo foram adicionados primeiro e depois as
diluicdes do virus. Foram feitas observacdes diarias no MO apos 24 h de
incubagéo a 37°C com 5% de CO2, em 72 h overlay foi removido e adicionado
300 pL de formaldeido (10%) para fixar a monocamada celular por 30 minutos,
a seguir o formaldeido foi descartado cuidadosamente com pipeta sorologica
sem encostar a monocamada, e 200 pL de cristal violeta (2%) foi adicionado para
corar por 10 minutos, logo em seguida o excesso de cristal violeta foi removido
suavemente em agua corrente da torneira e a placa ficou invertida para secar.
Para calcular o titulo do virus utilizou-se a seguinte férmula: nimero de unidades
formadora de placas (PFU) da ultima diluicdo do virus que apresente lise celular
dividido por 4 (nimero de réplicas da diluicdo) vezes 10, o resultado determina

o nimero de particulas virais em 1 mL (PFU/mL).@37)

2.2.5 Infeccéo da célula Vero

Para analisar alteracbes do metaboloma da célula Vero infectada pelo
MAYV, semeou-se 6 placas de 6 wells com densidade 1,1 x 10° de células, a
partir do repique celular de 2 garrafas médias. Um volume de 400 pL da
suspensao celular foi adicionado em cada orificio das placas, completando com
3 mL do meio de crescimento MEM (10% SFB), observou-se a monocamada
com 100% de confluéncia em MO ap0ds 24 horas de incubacdo em estufa a 37°C
com 5% de CO2. Trés placas foram previamente selecionadas a infec¢ao para
cada tempo de 2, 6 e 12 h, e as outras trés designadas ao controle negativo de
cada periodo. Nas placas destinadas a infeccdo, o meio de crescimento MEM
(10% SFB) foi descartado e inoculado sobrenadante celular infectado com MOI

(multiplicidade da infec¢do) de 5, simultaneamente o meio de crescimento MEM
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(10% SFB) das placas controle também foi descartado e adicionado 2 mL do
MEM sem SFB. As seis placas foram incubadas para adsor¢céao do virus por 1
hora em estufa a 37°C com 5% de CO2. Apos a incubacéo foi adicionado 2 mL
do MEM sem SFB nas placas infectadas, e novamente levadas a estufa. A
seguir, os sobrenadantes celulares infectados e nao infectados das seis placas
foram colhidos em tubos falcon, em periodos pré-definidos de 2, 6 e 12 h pos-

infeccdo (p.i.) e congelados a - 80°C, para analises de RMN.

2.2.6 Pré-lavagem do Vivaspin

Filtro Vivaspin ® (GE Healthcare, USA) de ultrafiltracdo de 3 kDa possui
uma coluna de filtragdo com membrana contendo quantidades residuais de
glicerina e azida de sadio, que interferem em analises RMN. Antes de adicionar
as amostras no vivaspin, foi feita uma pré-lavagem da membrana adicionando 2
mL de agua purificada, com centrifugacédo a 4000 rpm, a 4°C, no tempo de 24
minutos. Essa etapa foi feita em 20 ciclos de lavagem, para remocéo de residuos
dos contaminantes. Recomenda-se no minimo 10 ciclos de lavagem para
remocédo dos contaminantes do vivaspin e para sua utilizagdo em RMN. Apés a
lavagem, o vivaspin foi armazenado na geladeira (4°C) com agua purificada,

cobrindo a superficie da membrana, para posteriores procedimentos de RMN.

2.2.7 Preparacao das amostras para RMN
Todos os sobrenadantes de células Vero infectados e néo infectados,
coletados no periodo de 2, 6 e 12 h p.i., foram descongelados e adicionados nos

vivaspin, em seguida centrifugados a 4000 rpm, por 10-15 min a 4°C, para
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filtragem dos metabdlitos extracelulares. Foi adicionado 550 L do filtrado em 50
ML de agua deuterada D20, e transferido para tubos RMN de 5 mm para analise

de RMN.

2.2.8 Espectroscopia de RMN

Os espectros de RMN foram gerados no equipamento Bruker Avance IlI
HD operando em 600 MHz, e equipado com uma criosonda de canal triplo. A
sequéncia de pulsos padrao da Bruker noesygpprld foi usada, para supressao
da dgua com tempo de mistura de 100ms. Dezesseis scans foram coletados com
quatro dummy scans. Largura espectral de 14 ppm foi utilizado e 32K pontos de
dados. Tempo de reciclo foi definido para 5s com 0,2ms de recuperacédo de
gradiente. Todos os experimentos foram realizados a uma temperatura de 293K.
Antes da transformacao de Fourier, um alargamento de linha de 1 Hz foi aplicado
a cada decaimento livre da inducéo (FID- Free Induction Decay). Em seguida, a

correcdo automatica da linha de base foi realizada e verificada manualmente.

2.2.9 Anédlises estatistica e quimiométrica

Antes da andlise, todos os espectros foram referenciados em relagédo ao
sinal de dubleto do grupo metila em lactato, que aparece na posi¢ao 1,33 ppm
no espectro de RMN. A regido de 4gua entre 4,7-5,1 ppm foi removida. Os pontos
de dados restantes foram carregados no software de estatistica R versédo 3.0.3
(http://www.cran.r-project.org) e analisados pelas ferramentas do pacote muma
(238) e algoritmos desenvolvidos localmente. O teste estatistico de Welch foi
utilizado para as duas populacdes, para inferir sinais que diferem em intensidade
entre amostras controle e amostras infectadas. Além disso, medidas de fold

change foram calculados e apresentados em valores de log2. Apenas sinais que
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apresentaram valores de P menores que 5% no teste t Welch, e log2 de fold
change maior do que 1 foram incluidos para anélises posteriores. Analise do
componente principal (PCA-Principal Component Analysis), analise do
discriminante por minimo quadrado parcial (PLS-DA -Partial Least Square -
Discriminant Analysis) e sua variante ortogonal (OPLS-DA) foram realizadas com
0 auxilio do pacote muma usando o conjunto de dados completo. Foram
utilizados scores dos trés métodos acima mencionados para visualizacdo de
diferencas em ambas as amostras. Além disso, scores do método PLS-DA foram
utilizados adicionalmente para a selecdo de sinais importantes responsaveis
pela discriminacdo entre amostras controle e infectadas, com base nos sinais
gue foram avaliados previamente no teste t Welch e fold change. Os sinais com
elevados valores absolutos de scores foram considerados para identificacdo do
respectivo metabolito. Para a avaliacdo da concentracdo de metabdlitos entre
amostras controle e infectadas, boxplots foram utilizados para comparacédo do

comportamento dindmico em 2,6 e 12 h p.i.

Para identificar metabdlitos importantes para a divisdo de grupos
especificos (controle e infectado), assim como visualizados em graficos PCA,
PLS-DA e OPLS-DA, foi utlizado o software chenomx versdo 8.1
(http://lwww.chenomx.com). Para analise dos dados RMN foram usados bancos
de dados online Human Metabolome Database (HMDB) (211) e Kyoto

Encyclopedia of Genes and Genoma (KEGG). (239
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3.RESULTADOS

3.1 Teste de plagueamento em meio semi-sélido

Na titulacao utilizou-se uma aliquota da cepa BeAr 20290, proveniente do
estoque viral, revelando no teste de plaqueamento um titulo de 1 x 107 PFU/mL.

3.2 Alteracdes metabodlicas em sobrenadantes infectados e néo
infectados

Filtrados de sobrenadantes de células Vero infectados e néo infectados
analisados por RMN e métodos estatisticos multivariados, geraram um perfil
metabdlico extracelular ou metabolic footprinting atribuido ao virus comparado
ao controle. Foram detectados e identificados varios aminoacidos, acidos
organicos (acido ceto-gama, acido ceto-alfa, acido hidroxi-beta, &cido
carboxilico, acido dicarboxilico, acido amino-alfa e &acido fenilpropanoico),
composto de guanidina (poliamina), monoamina (fenol), carboidratos
(monossacarideo) e acidos graxos (acil glicina e acido graxo hidroxi), esses
compostos organicos sao metabdlitos envolvidos na via da glicolise, no ciclo do
acido citrico (Krebs ou acido tricarboxilico ou TCA), na via das pentoses-fosfato,
€ na via da oxidagao dos acidos graxos (via da B-oxidacao). (Tabelas 2 e 3).

3.3 Resultados das alteracdes metabdlicas pela espectroscopia de
RMN

Os espectros das amostras infectadas foram diferentes dos néo
infectados, e os metabdlitos que foram significativamente diferentes entre nao
infectados e infectados foram identificados. A partir dos resultados obtidos,
observou-se que o efeito da infeccdo do MAYV em células Vero afetou o
metabolismo de aminoacidos, metabolismo energético da célula (ciclo TCA, vias

da glicdlise e das pentoses-fosfato) e o0 metabolismo de acidos graxos.



55
Resultados

Uma analise comparativa entre os trés periodos de infeccao, revelou um
nivel de metabolitos diferenciado para cada periodo comparado com as
amostras controle (ndo infectadas). Em amostras infectadas no periodo de 2 h
p.i. triptofano, 3-fenilpropionato, valina, carnitina, 3-hidroxisobutirato (acido 3-
hidroxisobutirico), 2-oxoglutarato (acido oxoglutarico), e piruvato apresentaram

altos niveis diferenciados. (Tabela 2)

Em amostras de 6 h p.i., tiramina, galactose, glicose, creatina, creatina
fosfato, galactarato, serina, e metilguanidina apresentaram aumento
comparados as amostras controle. Nas amostras de 12 h p.i.,, 7 (tau)-

metilhistidina revelou alto nivel comparado as amostras controle.

Vérios metabdlitos foram detectados e identificados simultaneamente
nos trés periodos de infeccdo (Tabela 3), alguns metabdlitos apresentaram
aumento nas amostras infectadas comparados ao controle (Figura 3) e outros

revelaram altos niveis nas amostras nao infectadas. (Figura 4)
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Tabela 2. Metabdlitos identificados em sobrenadantes de células Vero nao infectados

(C) e infectados com MAYYV (I) com niveis diferenciados para cada periodo p.i.

Composto Des(,qlgicriﬁgnto Intensidade relativa do pico no periodo p.i. (h)
identificado opm > 5 12
Triptofano 7.33 C12,29£9,75 ND ND
123,69 +7,42
3-fenilpropionato 7.33 C 12,29 £9,75 ND ND
123,69 +7,42
Valina 3.60 C11,13+8,15 ND ND
143,96 + 31,55
Carnitina 3.55 C10,88+7,16 ND ND
142,12 +8,4
3-hidroxisobutirato 2.44 C 26,94 £ 12,01 ND ND
149,99 * 14,67
2-oxoglutarato 2.44 C 26,94 £ 12,01 ND ND
149,99 + 14,67
Piruvato 2.37 C 22,75+ 20,53 ND ND
1 123,53 + 89,26
Tiramina 6.89 ND C24,45+9,42 ND
162,16 + 33,93
Galactose 3.93 ND C21,79+6,9 ND
180,47 £ 24,76
Glicose 3.92 ND C 10,44 £ 2,28 ND
127,27 +7,22
Creatina 3.94 ND C 24,19 +£5,45 ND
154,21 +17,76
Creatina fosfato 3.94 ND C 24,19 +5,45 ND
154,21 + 17,76
Galactarato 3.93 ND C21,79+6,9 ND
180,47 £ 24,76
Serina 3.93 ND C21,79+6,9 ND
180,47 £ 24,76
Metilguanidina 2.81 ND C0,82+1,84 ND
15,12+ 6,51
1(tau)— metilhistidina 7.73 ND ND C 18,36 + 14,04

197,97 £5,03

Os valores sao apresentados como média + desvio padrdo, a diferenca significativa entre ndo
infectados e infectados baseia-se no teste t Welch em que P< 0,05.

ND: nao detectado.
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Tabela 3. Metabdlitos identificados em sobrenadantes de células Vero ndo infectados
(C) e infectados com MAYV (I).

Composto identificado

Deslocamento quimico

ppm

Intensidade relativa do pico no periodo p.i. (h)

2 6 12
Glicina 355 C10.88+7.16 C2273+3.61 C20.73+14.76
' 142.12+84  1100.68+61.62 |386.11 +27.77
Acetato Lo1 C6.69+48  C120.47+24.45 C 164.61+94.07
: 134.84+6.49  1322.94+203.49 |751.94 +46.93
Alanina 148 C13.46+849 C33.06+2.4 C 40.62 + 26.64
' 149.14+ 473 190.29+38.81  1230.12+8.26
Treonina 131 C23.46+16.02 C3.17 +2.07 C 56.64 +26.95
' 148.01+8.68 110.2+9.24 1 299.28 + 16.77
Tirosina 6.80 C7.98+6.84 C2445+9.42 C20.21+16.95
' 127.94+9.41 162.10+33.93 [1142+6.1
Glutamina 0 a4 C26.94+12.01 C20.99+437 C60.98+44.85
: 149.99+ 14.67 149.11+11.23  1206.22 + 13.6
Metionina 513 C3453+19.61 C49.9+17.38 C97.57+7.78
: 169.04+22.79 127.37+1883  |117.68 + 65.46
Arginina 395 C15.75+9.28 C20.99+4.37 C 152.73 + 4568
9 ' 13452+7.86 149.11+11.23 1115.91+10.2
Nofenilacetialicin 375 C12.29+9.75 C2099+437 C22.31+56
-enilacetiglicina ' 123.69+7.42 149.11+11.23 14276+ 12.37
Lisina 190 C7.34+544 C2099+437 C2231+56
: 126.65+9.8  149.11+11.23 14276 + 12.37

Os valores sao apresentados como média + desvio padrdo, a diferenca significativa entre ndo

infectados e infectados baseia-se no teste t Welch em que P< 0,05.

3.4 PCA, PLS-DA e OPLS-DA

A Figura 2 mostra graficos de PCA e OPLS-DA em dois componentes e
PLS-DA em um componente obtidos de dados de RMN a partir de sobrenadantes
nao infectados e infectados no periodo de 2, 6 e 12 h p.i. O grafico de PCA em
2 h p.i. apresenta agrupados claramente separados, nos graficos de PCA em 6
e 12 h p.i., ocorre uma aproximacgao, mas os agrupados das amostras infectadas
e das amostras controle apresentam diferengas. Os gréficos de PLS-DA e OPLS-
DA, confirmam uma clara distin¢gdo entre os agrupados infectados e controle nos

trés periodos de infeccao.
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Figura 2. Gréaficos de agrupamento obtidos de sobrenadantes de

células Vero nao

infectados (o= azul) e infectados com MAYV (A= vermelho)em 2, 6, e 12 h p.i. Baseados
em dados de RMN.
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Figura 3. Representacdo gréfica de metabdlitos identificados com altos niveis em
sobrenadantes de células Vero infectados com MAYV (l) e baixos niveis em

sobrenadantes nao infectados (C). Os graficos sdo baseados em dados de RMN.
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sobrenadantes de células Vero ndo infectados (C) e infectados com MAYV (l). Os

gréficos sdo baseados em dados de RMN.
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4 DISCUSSAO
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4. DISCUSSAO

No presente estudo, dados gerados das analises de RMN evidenciaram um
perfil metabdlico referente as alteragdes citopaticas causadas pela replicacédo do
MAYV em células Vero (Tabelas 2 e 3). Metabolic footprinting obtido é atribuido
a variacdes no nivel de varios metabolitos (aminoacidos, acidos organicos,
composto de guanidina, monoamina, carboidratos e acidos graxos) detectados
e identificados em sobrenadantes de células Vero infectadas. Esta variacdo no
nivel desses compostos organicos, pode ser atribuida a efeitos da infeccdo do
MAYV em células Vero. Esses metabolitos sdo mostrados nas Figuras 3 e 4 e

Tabelas 2 e 3.

O fluxo de compostos extracelulares pode dar uma visdo sobre os processos
metabdlicos intracelulares, variacbes no nivel de metabdlitos em células
infectadas comparado a células ndo infectadas, representa o efeito das reacdes
bioguimicas celulares em resposta a acdo do virus. A partir dessas variacdes €
possivel deduzir vias metabdlicas afetadas indicando possiveis rotas de acdo do

virus.

Varios metabdlitos apresentaram altos niveis diferenciados em cada periodo

de 2, 6 e 12 h nas amostras infectadas, sera discutido a seguir.

4.1 Sobrenadantes de células Vero infectados no periodo de 2 h

Resultados obtidos do footprinting patterns evidenciam diferentes vias
metabodlicas afetadas quando células Vero sdo infectadas com MAYV.
Observou-se em amostras infectadas no periodo de 2 h aumento no nivel de

varios metabolitos comparado as amostras controle, esses compostos séo
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aminoacidos triptofano (aromatico) e alanina (alifatico) (Tabelas 2, 3 e Figura 3),
acidos cetos como o piruvato e acido oxoglutarico, sdo metabdlitos que possuem
uma ligacdo direta em reacdes bioquimicas, ou seja, o catabolismo da alanina
(via da glicdlise) produz piruvato diretamente, por transaminagédo com o a-
cetoglutarato, o acido oxoglutarico € um produto da reacdo de descarboxilacao
do oxalosuccinato, que no final dessa reagdo gera o a-cetoglutarato (ciclo
TCA).(240-242) A cadeia lateral do triptofano é clivada (via da glicdlise), produzindo
alanina e, portanto, piruvato, o inverso também acontece, o piruvato é o
precursor na biossintese da alanina, por transaminagcéo com o glutamato (via da
glicolise).(240-242) Resultados obtidos por RMN analisando células endoteliais
(EA.hy926- célula somética hibrida, origem homo sapiens) infectadas com virus
da dengue sorotipo 3 (DENV-3), 0 aumento do triptofano ocorreu em 48 h p.i.,

descrito por Birungi et al. 243

Além disso, outros metabdlitos também apresentaram altos niveis
diferenciados nas amostras infectadas no periodo de 2 h p.i., 3-fenilpropionato
(acido fenilpropanoico) analogo da fenilalanina apresentou alto nivel comparado
ao controle, essa observacdo esta de acordo com aumento do aminoacido
aromatico tirosina em amostras infectadas (2 h p.i.), nas amostras controle
apresentou diminuicdo no nivel (Tabelas 2, 3 e Figura 3), 3-fenilpropionato tem
uma biofuncdo no metabolismo da fenilalanina,®*4 e a tirosina € um produto na
via de degradacdo da fenilalanina (catabolismo), ?42) isso sugere alteracdes na
regulacdo bioquimica na via de catabolismo da fenilalanina (via da glicélise). Os

resultados obtidos por RMN analisando células EA.hy926 infectadas com virus
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da dengue sorotipo 1 (DENV-1), demonstrou-se alto nivel de tirosina em 48 h

p.i., descrito por Birungi et al. ?43)

O é&cido 3-hidroxisobutirico € um acido hidroxi-beta detectado e identificado
com aumento em amostras infectadas (2 h p.i.) comparado ao controle (Tabela
2), € um acido organico que atua como intermediario no metabolismo da valina.
(245 O aminoacido alifatico valina também apresentou aumento em amostras
infectadas no periodo de 2 h comparado com amostras controle. Essas
observacdes sugerem que o alto nivel do acido 3-hidroxisobutirico, da valina e
do piruvato citado anteriormente, provavelmente esta associado a via de sintese

da valina (via da glicdlise). Vale ressaltar que o piruvato é precursor da valina.

(242)

Um outro metabdlito conhecido como carnitina apresentou aumento em
amostras infectadas no periodo de 2 h comparado as amostras controle. E um
acido graxo hidroxi que tem uma biofuncdo na oxida¢do mitocondrial dos acidos
graxos (via da p-oxidacdo), além de atuar no metabolismo da alanina, aspartato,
e aminoacidos essenciais. 246247 Neste periodo de 2 h p.i., também foi
detectado e identificado o alto nivel de acetato em amostras infectadas
comparado as amostras controle (Tabelas 2, 3 e Figura 3). O acetato (acido
acético) é um acido carboxilico que tem uma biofuncdo no metabolismo do
piruvato e biossintese de acidos graxos. 48 A hidrélise da acetil-CoA gera acido
acético (acetato).*?) A oxidagdo dos acidos graxos na mitocéndria gera acetil-
CoA.?%) Essas observacdes geram a hipétese de que o aumento da carnitina e
acetato em 2 h p.i., pode estar interligado a regulacéo da acetil-CoA na via da [3-

oxidacéao, e esta regulacdo sendo adaptada pelo virus no processo infeccioso.
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4.2 Sobrenadantes de células Vero infectados no periodo de 6 h

Em amostras infectadas no periodo de 6 h foi detectado e identificado o
aumento no nivel de glicose, galactose e galactarato comparado as amostras
controle. (Tabela 2) Neste periodo ocorre a liberacdo de particulas virais, e no
momento da entrada do virus, ocorre um aumento na permeabilidade da
membrana plasmatica, talvez por causa da formacédo de poros pelas proteinas
virais E1, 6K e TF.(2) A insercdo de glicoproteinas recém-sintetizadas na
membrana plasmatica torna as células infectadas capazes de induzir energia
metabdlica, ATP dependente da formacdo de sincicios, e também pela
exposicdo ao pH acido.® A presenca de sincicios e o meio extracelular com
acidez foram observados em MO, nos experimentos conduzidos neste estudo de
infeccdo das células Vero pelo MAYV no periodo de 6 h (dados nao mostrados).
Essas observacbes associadas ao aumento desses carboidratos
(monossacarideos- via da glicélise) gera a hipétese de que esses metabdlitos
podem estar regulando a producdo de ATP dependente da formacdo de
sincicios. Além disso, esses resultados estdo de acordo com analises
enzimatica, que evidenciaram alteracdes no metabolismo da glicose em células

Vero infectadas pelo MAYV, descrito por El-Bacha et al. 250

Vale ressaltar, a galactose quando transformada em um intermediario
glicolitico (via da glicélise) atua no metabolismo do agucar de nucleotideo (via
das pentoses-fosfato) ®®) e o galactarato € um produto da oxidacdo da
galactose-?>? Essa observacdo sugere que no periodo de 6 h p.i., o efeito

avancado da infec¢cdo pode estar influenciando na regulacdo bioquimica do

metabolismo do acucar de nucleotideo. Outra hipétese também valida esses
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resultados, o alto nivel desses metabdlitos glicoliticos (glicose, galactose e
galactarato) sugere que o processo replicativo do virus no periodo de 6 h ndo
teve grande impacto na regulacdo do ATP celular. Essa observagcdo concorda
com o estudo descrito por Genzel et al. ?3 no qual relata consideragdes teéricas
(modelo matematico) sobre recursos energéticos na replicacdo do virus
influenza em células MDCK (células de rim de canino) paro o desenvolvimento
de vacina contra gripe, o fornecimento de precursores celulares e ATP para a
sintese do genoma viral e proteinas especificas do virus, podem ndo ser um
limiar para formacé&o de particulas virais. O Estudo descrito por Sidorenko et al.
(254 também analisa quantitativamente (modelo matematico) a utilizacdo de
recursos celulares (MDCK) para formacéo de particulas do virus influenza, e a
dindmica global para todo o ciclo da infeccdo; o modelo matematico permite a
estimativa de consumo dos recursos celulares pela replicacdo do virus, o ATP

celular néo foi significativamente influenciado pela propagacéo do virus.

O composto organico tiramina (monoamina) derivado do aminoacido
aromatico tirosina 5% apresentou um alto nivel diferenciado em amostras
infectadas no periodo de 6 h comparado as amostras ndo infectadas. Neste
periodo o aminodacido tirosina também apresentou aumento em amostras
infectadas (Tabelas 2, 3 e Figura 3), em amostras controle apresentou
diminuicdo no nivel. Essas observa¢gfes sugerem que o aumento da tiramina

pode estar associado ao aumento no nivel de tirosina.

Diferentemente dos periodos de 2 h e 12 h p.i., a creatina e creatina fosfato
conhecidos como acidos carboxilicos apresentaram altos niveis nas amostras

infectadas em 6 h comparado as amostras controle. Esses metabdlitos integram
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a lancadeira (shuttle) de energia das células, o grupo fosfato do ATP de alta
energia é transferido para creatina formando creatina fosfato. (256-25") Esses
compostos tém uma biofungcdo no metabolismo da arginina, prolina, glicina,
serina e treonina,?%%-25) alguns desses aminoacidos foram detectados e
identificados com aumento nas amostras infectadas no periodo de 6 h
comparado as amostras nao infectadas (Tabelas 2, 3 e Figuras 3 e 4). Somente
no periodo de 6 h p.i. 0 aminoacido serina apresentou um alto nivel diferenciado
nas amostras infectadas, e diminuicdo nas amostras ndo infectadas. Resultados
obtidos por RMN analisando células EA.hy926 infectadas com DENV-3, o
aumento de serina ocorreu em 48 h p.i., descrito por Birungi et al. @4 Vale
ressaltar, que essas reacdes de transferéncia de grupo fosfato do ATP (creatina
fosfato), fornece energia para reacfes anabdlicas, como a biossintese de
aminoacidos, que sdo moléculas precursoras de proteinas, acidos nucleicos,
lipideos e polissacarideos.(?49258) Essas observacGes sugerem gque o aumento
de creatina e creatina fosfato pode estar associado com altos niveis desses

aminoécidos no periodo de 6 h p.i.

Outro composto organico, metilguanidina (composto de guanidina)
apresentou um alto nivel nas amostras infectadas no periodo de 6 h comparado
as amostras controle. (Tabela 2) Esse metabdlito tem uma biofun¢cdo no
catabolismo de proteina.?®® A deteccdo e identificacdo do metabdlito
metilguanidina gera uma associagdo as vias catabdlicas, o catobolismo libera
energia quimica na forma de ATP, NADH, NADPH E FADH2, que sé&o
transportadores de energia e sdo usados em vias anabdlicas para converter

precursores pequenos (aminodcidos, acucares, &cidos graxos e bases
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nitrogenadas) em macromoléculas celulares como proteinas, polissacarideos,
lipideos e acidos nucleicos.®>® No periodo de 6 h ocorre a liberacéo de particulas
virais, para que ocorra a montagem das particulas é necessario a biossintese de
proteinas celulares e virais no processo replicativo do virus. O virus causa
adaptacdes metabodlicas para sintetizar novas particulas virais. Essas
observacdes sugerem que o aumento do metilguanidina pode estar associado a
producdo de energia (ATP), essa energia pode estar sendo usada nas vias de

biossintese de macromoléculas.

Vale ressaltar, que footprinting analysis (extracelular) podem fornecer
informacdes importantes sobre metabdlitos intracelulares,?%® ou seja, indica o

estado de regulacdo dos metabdlitos intracelulares.

4.3 Sobrenadantes de células Vero infectados no periodo de 12 h

Neste periodo as amostras infectadas quando observadas em MO
apresentam extensos ECP com destruicdo parcial da monocamada celular. A
partir de dados gerados das analises de RMN evidenciou-se um alto nivel
diferenciado do metabdlito T (tau)-metilhistidina em amostras infectadas no
periodo de 12 h, nas amostras controle apresentou diminui¢ao no nivel. (Tabela
2) Esse metabdlito € um acido organico, tem uma biofuncdo na sintese de
proteinas e biossintese de amino&cidos, %V além disso, é um produto da reacédo
bioguimica (metilagédo) que degrada a interag&o entre actina e miosina (proteinas
motoras).(?®1) Filamentos de actina, microtibulos e filamentos intermediarios
conferem estrutura e organizacéo ao citoplasma e forma a célula.®6? Filamentos
de actina e microtubulos também auxiliam na producdo de movimento das

organelas, da célula inteira, e macromoléculas que se movem dentro da
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célula.?%?) Neste periodo de 12 h p.i. o ECP esta avancado, caracterizado por
encolhimento celular quando se observa em MO, ou seja, o citoesqueleto da
célula é afetado, essas observagdes associadas ao aumento do 71 (tau)-
metilhistidina, gera uma hipotese ligada a alteracdes na regulacao bioquimica

das proteinas do citoesqueleto, actina e miosina.

Vale ressaltar, que a secrecdo de metabdlitos reflete claramente a atividade
metabdlica celular, o fluxo de produtos extracelulares depende de reacdes
metabdlicas (anabolismo e catabolismo) que controlam mecanismos reguladores
muito complexos, para assegurar que os metabdlitos se desloquem através de
cada via na direcdo e na velocidade correta para combinar exatamente com as

condi¢des variaveis da célula. (263-264)

4.4 Metabolitos detectados e identificados nos trés periodos p.i.
Alguns metabdlitos como aminoacidos, acido carboxilico, e acil glicina foram
detectados e identificados com aumento em amostras infectadas e amostras nao

infectadas nos trés periodos de infeccéo (Tabela 3 e Figuras 3 e 4).

Os aminoécidos glicina, alanina, treonina, tirosina e glutamina apresentaram
aumento nas amostras infectadas nos periodos de 2, 6 e 12 h, nas amostras ndo
infectadas apresentaram diminuicdo no nivel. Estes aminoacidos quando
degradados (catabolismo) sdo convertidos em glicose, sdo glicogénicos, no
entanto, treonina e tirosina sao cetogénicos (corpos cetdnicos) e
glicogénicos.®*1) O aminoacido glutamina é a principal fonte biolégica de grupos
amino para uma ampla gama de processos biossintéticos, possui um papel

central no metabolismo de aminoacidos em mamiferos.(@4? Portanto, o aumento
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de glutamina reflete no metabolismo de aminoacidos, essa observacdo pode
estar associada ao aumento de glicina, alanina, treonina, e tirosina nos trés
periodos de infeccdo. Aléem da interligacdo com glutamina, outras associacfes
metabdlicas ao aminoacido tirosina nos periodos de 2 e 6 h p.i., e com
aminoacidos glicina e treonina no periodo de 6 h p.i. foram discutidas

anteriormente.

O acetato ou acido acético, € um acido carboxilico que também apresentou
aumento nos trés periodos de infeccdo, atua no metabolismo do piruvato e
biossintese de acidos graxos.?*® A hidrélise da acetil-CoA gera acetato, acetil-
CoA é um intermediario chave nas reacdes bioguimicas na via da glicolise, ciclo
TCA, via da B-oxidacdo e biossintese de &acidos graxos.(240.249.265 Essa
observacédo gera a hipétese de que o alto nivel do acetato nos trés periodos de
infeccdo, pode estar interligada aos mecanismos de regulacdo da acetil-CoA, e
estes mecanismos regulatérios adaptados ao processo de replicacdo do virus.
Foi discutido anteriormente, a ligacdo do acetato com outro metabdlito que

apresentou um alto nivel diferenciado no periodo de 2 h p.i.

Os aminoé&cidos metionina, arginina e lisina apresentaram niveis altos e
variaveis, nas amostras nao infectadas e nas amostras infectadas. O aminoacido
metionina apresentou aumento nas amostras ndo infectadas nos periodos de 6
e 12 h p.i., diminuicdo nas amostras infectadas de 6 h p.i., e nas infectadas de
12 h apresentou aumento. O aminoacido arginina também apresentou aumento
nas amostras controle em 12 h p.i., diminuicdo nas amostras infectadas (Tabela
3 e Figura 4). Os trés aminoéacidos participam das vias anabdlicas e catabolicas

do ciclo TCA, metionina e arginina sdo glicogénicos, lisina é cetogénico.® O
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alto nivel dos aminoacidos metionina e arginina nas amostras controle pode estar
associado ao mecanismo de homeostasia da célula, producdo e consumo de
energia (ATP). Nas amostras infectadas o aumento da metionina em 2 e 12 h
p.i., argininaem 2 e 6 h p.i. e lisinaem 2, 6 e 12 h p.i., podem estar interligados
ao alto nivel de glutamina, que € um aminoacido central no metabolismo de
aminoacidos. Foi discutido anteriormente, que o aumento de arginina em
amostras infectadas, pode estar associado a dois acidos carboxilicos que

apresentaram altos niveis diferenciados no periodo de 6 h p.i.

Outro composto organico conhecido como N-fenilacetilglicina, um acil
glicina, € um conjugado de glicina do acido fenilacético, (266) sdo geralmente
metabdlitos menores de acidos graxos.?%®) Medicdes do N-fenilacetilglicina esta
relacionado ao acumulo anormal de fosfolipideos (lipideos de membrana) em
muitos tecidos,?%%) os fosfolipideos séo representados por glicerofosfolipideos e
esfingolipideos.?®”) O N-fenilacetilglicina apresentou um alto nivel nas amostras
infectadas nos trés periodos de infeccdo, diminuicdo nas amostras controle.
(Tabela 3 e Figura 4) Vale ressaltar, para que ocorra a entrada do virus na célula,
a etapa de fusdo necessita de condicfes ideais, como a presenca de colesterol
e esfingolipideos na membrana da célula alvo e o pH exato,® além disso, na
fase de brotamento da particula viral, € necessario uma interacdo efetiva do
nucleocapsideo com o spike de glicoproteinas.® Além dessa interacéo, a
presenca do colesterol na membrana plasmatica e o metabolismo de lipidios da
célula hospedeira também s&o necessarios para o brotamento do virus.4 Essa

observacdo gera a hipétese de que o aumento do N-fenilacetilglicina em
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amostras infectadas, pode estar associado a regulacdo bioquimica de lipideos

de membrana em resposta a infec¢cdo do MAYV.
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5.CONCLUSAO

Estudando o exometaboloma ou metabolic footprinting de células Vero
evidenciou-se um fluxo de produtos extracelulares em diferentes periodos de
infeccdo do MAYV, além disso gerou um perfil bioquimico que reflete o estado
metabdlico da célula. Nossos resultados demonstraram niveis metabodlicos
diferenciados para cada periodo de infeccdo, o que viabilizou observagcdes que
o alto e variavel nivel dos metabdlitos esta associado aos avancos progressivos
das alteracdes citopaticas, causadas pela replicacdo do MAYV em células Vero.
Além disso, esses resultados foram possiveis com ajuda da espectroscopia de
RMN acoplada a métodos analiticos multivariados, que sdo ferramentas de

reconhecimento padrdo como PCA, PLS-DA e OPLS-DA.

Houve diferencas significativas entre o perfil metabdlico de células Vero
ndo infectadas comparado as infectadas com o MAYV. Varias biomoléculas
foram detectadas e identificadas como aminoacidos, &cidos organicos, composto
de guanidina, monoamina, carboidratos e acidos graxos, esses compostos

organicos sao indicativos de possiveis vias afetadas pela acéo do virus.

A partir das andlises extracelular, a infeccdo do MAYV parece afetar o
metabolismo de aminoacidos (via da glicélise e ciclo TCA), ha indicios de
alteracdo na via das pentoses-fosfato, além disso a infeccdo pode estar
associada a B-oxidacdo de acidos graxos. O presente estudo é a primeira

evidéncia de alteragbes metabdlicas extracelular causadas pelo MAYV em

células Vero. No futuro, outros estudos poderao investigar com mais detalhes as



75
Conclusao

vias afetadas, e confirmar os metabdlitos especificos observados em graficos
padrdo de PCA, PLS-DA e OPLS-DA. Analise metaboldmica é o conhecimento
chave, integrado a dados genbmicos e protedmicos, podera esclarecer

mecanismos moleculares envolvidos na fisiopatogénese do MAYV.
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