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RESUMO

Salvador, FS. Investigacdo de mutacGes adaptativas no virus da Dengue em
diferentes sistemas de cultivo (dissertacdo). S&o Paulo: Instituto de Medicina

Tropical de Sdo Paulo da Universidade de Sdo Paulo, 2016

A Dengue é uma doenca viral que atinge varios paises, infectando milhares de
pessoas anualmente. Sua transmissdo ocorre pelo repasto sanguineo feito pelas
fémeas dos mosquitos Aedes sp. infectadas e seus sintomas tem um amplo espectro
de variagdo, que vdo desde quadros assintomaticos até quadros graves com
hipovolemia, podendo levar a 6bito. A necessidade de adaptacdo do virus a sistemas
tdo distintos (inseto e mamifero) restringe o espectro de variabilidade que o mesmo
pode adquirir, permitindo que o virus se adapte a ambos 0s hospedeiros com
eficiéncia replicativa semelhante. Estudos com outros flavivirus ja mostraram que a
aquisicdo de variabilidade ocorre de maneiras distintas no hospedeiro mamifero e no
inseto vetor, permitindo ao virus maxima adaptacdo nas células infectadas. Levando
em consideracao estes estudos, este trabalho investigou a adaptacdo de duas cepas do
virus da dengue, a ACS-46, ndo neurovirulenta para camundongos adultos e a cepa
JHA, neurovirulenta para camundongos adultos. O estudo foi feito utilizando cultura
de células de mosquito (C6/36), cultura de células de mamifero (HepG2) e infeccédo
em cérebro de camundongos neonatos. Utilizando sequenciamento de nova geracao,
foi possivel verificar as mutacfes adquiridas ao longo de passagens em cada sistema
de cultura. Foram realizadas 20 passagens seriadas em célula C6/36 e seis passagens
alternadas entre C6/36 e HepG2. Os virus obtidos na décima sexta e vigésima
passagens do modelo seriado e na quarta e sexta passagens do modelo alternado
foram completamente sequenciados utilizando a plataforma de sequenciamento em
larga escala lon Torrent. A andlise das sequéncias revelou duas populacdes virais
claramente distintas, ja observadas a partir de décima sexta passagem, identificadas
atraves da delecdo de dois cddons no sitio de glicosilagdo do dominio | da proteina
de Envelope. Essa delecdo induziu aumento na fusdo do virus a célula de mosquito,
visto que a partir dessa passagem houve aumento no efeito citopatico do virus e na
carga viral produzida durante infecces em células de mosquito. Contudo, essa

mutagdo teve um perfil deletério em celulas humanas, fato deduzido pelo total
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desaparecimento da populacdo com a delecdo durante as passagens alternadas. Além
desta delecdo, foram detectadas sete mutacdes ndo sinbnimas em regido de proteinas
ndo estruturais com porcentagens muito proximas, sugerindo que as mesmas fazem
parte de uma mesma populagdo. A cepa JHA teve seu carater neurovirulento perdido
apos 29 passagens em C6/36, porém rapidamente recuperado apds uma Unica
passagem em cérebro de camundongo neonato. O sequenciamento dos virus dessas
passagens mostrou certa variabilidade em sitios distintos entre as variantes do virus
parental, virus ndo neurovirulento e virus neurovirulento passado em camundongo.
Esse resultado indicou que aparentemente, ndo ha sitios especificos determinantes de
neuroviruléncia em DENV2, ao menos no nosso modelo, mas sim, um conjunto de
mutagdes podem levar ao fenotipo neurovirulento, a depender das condicdes as

quais o virus é exposto.

Descritores: Virus do Dengue, Mutacdo, Sequenciamento Genético



ABSTRACT

Salvador, FS. Investigation of adaptive changes in Dengue virus in different culture
systems (dissertation). Sao Paulo: Institute of Tropical Medicine of Sdo Paulo

University of Sdo Paulo, 2016

Dengue is a viral disease that affects several countries, infecting thousands of people
annually. It is transmitted by blood meal of the female Aedes sp mosquitoes infected.
Symptoms have a wide range of variation, ranging from asymptomatic to severe
symptoms, including hypovolemia and death. The need for adaptation in such
distinct systems (insect and mammalian) restricts the variability that the viruses can
acquire, allowing them to adapt to both hosts with similar replicative efficiency.
Studies performed with other flaviviruses have shown that acquisition of variability
occurs differently between the mammalian host and the insect vector, allowing the
virus to adaptat in both systems. Therefore, this study investigated the adaptation of
two strains of dengue virus, the ACS-46, not neurovirulent for adult mice and JHA
strain, which is neurovirulent for adult mice. The study was done using mosquito
cells culture (C6/36), mammalian cells (HepG2) and in vivo infection in newborn
mouse brain. Using next-generation sequencing, we analyzed the mutations acquired
over passages in each culture system. Twenty serial passages were conducted in
C6/36 cells and six alternate passages between C6/36 and HepG2. Viruses obtained
in the sixteenth and twenty passages from the serial experiment and the fourth and
sixth passages from alternate model were completely sequenced using the next
generation sequencing platform lon Torrent. Sequence analysis revealed two clearly
distinct viral populations observed from the sixteenth passage identified by deletion
of two codons in the glycosylation site in the envelope protein domain I. This
deletion led to increased fusion of the virus to mosquito cell, since the cytopathic
effect increased from this passage to next as well as the viral load. However, this
mutation had a deleterious profile in human cells since the mutated population was
vanished during the alternate passages. It was also identified seven non-synonymous
mutations in the region of nonstructural proteins with very similar percentages,
suggesting that they belong to the same population. JHA strain lost the neurovirulent

characteristic after 29 passages in C6/36, but quickly recovered it after a single



passage in newborn mouse brain. The sequencing of the virus of these passages
showed some variability in different sites among the parental virus, not neurovirulent
viruses and neurovirulent virus after the single passage in mice. These data indicated
that apparently there is no specific determinants of neurovirulence in DENV2, at
least in our model, but rather a set of mutations can lead to neurovirulent phenotype,

depending on the conditions in which the virus is exposed.

Keywords: Dengue Virus, Mutation, Genetic Sequencing
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1. INTRODUCAO

Das doengas virais de transmissdo por artropodes em humanos a dengue é a
mais comum, atingindo mais de 100 paises de regibes Tropicais e Subtropicais
(Figura 1), que ao todo possuem cerca de 2,5 bilhdes de habitantes, se tornando
assim um dos maiores problemas em Satde Publica. *

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que 50 milhdes de pessoas
sejam infectadas pelo Virus da Dengue anualmente nos paises onde o virus é
endémico e nas areas de possivel infeccdo. Destes casos, cerca de 500.000 sdo

formas graves da dengue e 22.000 véo a 6bito. 2

n u 475 alerts for |Rast mon
-

5 o e Map Layers
.o, ) ¢ Relatorios de HealthMap
15 & g
b’« | 5
L
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2012 Mapa del Yellow Book de CDC

Google

Figura 1 - Areas de risco de transmissio de dengue, 2015, fore: DengueMap:

http://www. healthmap.org/dengue/pt/

1.1. Histdrico

A primeira descricdo de um provavel surto de Dengue ocorreu na primeira
metade do século 17, no ano de 1635 nas Ilhas Caribenhas, onde foi descrita uma
doenca muito parecida com dengue classica, com 0s mesmos sinais e sintomas,
sendo denominada como “coup de barre” que em portugués significa “queda

»% Apbs este surto foram descritas epidemias no século 18 em Batavia

subita
(Jacarta), Cairo e Filadélfia que podem ser relacionadas & Dengue. *°

Ap0s varios surtos, epidemias e pandemias, o virus da dengue foi isolado no
ano de 1943 por Kimura e Schlesinger e dez anos depois, em 1953, o virus foi

isolado pela primeira vez nas ameéricas, em Trinidad. A primeira grande epidemia de
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Dengue Grave ocorreu em Cuba em 1981. A entrada do sorotipo 2 do virus nesse
pais ocasionou 24 mil casos com sintomas hemorragicos e 10 mil casos com
evolucdo para chogue hipovolémico, levando 158 pessoas a 6bito. *°

No Brasil, por volta do seculo dezenove, ha citagcdes de surtos de uma doenca
que foi denominada polka, pois os enfermos apresentavam mialgia e artralgia, o que
lembrava o estado de individuos que dancavam a polka. Este surto pode ter sido o
primeiro no pais, ocorrido no Rio de Janeiro no ano de 1846. Ainda no século 19
outros provaveis surtos foram descritos em regibes opostas do Brasil, o Sul e 0
Nordeste. Ja no inicio do século 20 foram descrito surtos e epidemias caracterizados

como sendo de dengue pela sintomatologia observada nos pacientes. ’

1.2. Epidemiologia

No Brasil, mesmo sendo uma doenga de notificacdo compulsoria, tem-se um
namero de casos notificados muito abaixo da realidade nacional quando os dados
provenientes do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo (SINAN) do
Ministério da Saude sdo tabulados. Muito provavelmente isso se deve a uma forte
negligéncia e descrenca na gravidade desta doenca. ®
Com a analise dos dados epidemioldgicos da dengue, podemos perceber que mesmo
com a Implantacdo do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo em 1998
em todo o pais °, aparentemente o funcionamento pleno deste sistema comegou entre
2007 e 2008. Provavelmente durante os oito primeiros anos da implantacédo deste

sistema, a Dengue era ainda subnotificada.

1.2.1. Estado de Sao Paulo

Em 1986, devido ao Programa de Vigilancia Epidemioldgica para Dengue,
iniciado pela Secretaria de Saude do Estado de S&o Paulo, a dengue tornou-se uma
doenca de notificacio compulsoria neste Estado. *°

No mesmo ano da criacdo do programa de vigilancia, os casos de dengue
comecaram a ser notificados, constatando-se no Estado a ocorréncia de casos

10,11
k)

aloctones. Apenas em 1987 foi confirmada a transmissdo autoctone do virus na
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cidade de Vale do Ribeira, quando foi isolado e identificado no IAL/SP o sorotipo
DENV-1. *2

Nos anos de 1988 e 89 ndo foram notificados casos de dengue no Estado. No
verdo de 1990 e 91, em Ribeirdo Preto, houve notificacdo e desde entdo o Estado de

S&o Paulo tem registrado epidemias desta doenca. *°

1.3. ADoenga

O quadro clinico de Dengue pode variar de assintomatico a quadros
hemorragicos seguidos por choque hipovolémico, podendo levar o paciente a 6bito.
Atualmente, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classifica clinicamente os
casos de dengue em Dengue sem sinais de alerta (DSSA), Dengue com sinais de
alerta (DCSA) e Dengue grave (DG). Essa classificacdo é facilmente aplicada para a
clinica e fins epidemioldgicos, contudo ainda ha debates sobre uma nova
classificacdo mais detalhada da patologia. **°

No Brasil é utilizada a seguinte classificacdo clinica: Febre Classica da
Dengue (FD) para casos brandos, Febre Hemorragica da Dengue (FHD) / Sindrome
do Choque por Dengue (SCD) para 0s casos graves caracterizados com
extravasamento de plasma ou hemorragia severa e Dengue com Complicagdes para
0s demais casos onde os achados ndo se enquadram nos critérios da OMS de FHD e
quando a classificacdo de dengue classica é insatisfatoria.®

No quadro de FD, o paciente apresentara sintomas comuns a infec¢des virais
sisttmicas como cefaléia, dor retro orbital, mialgia/ artralgia, podendo apresentar
exantema (maculopapular). Esse quadro sintomatol6gico aparecera de 2 a 7 dias ap0s
a inoculacéo do virus pela picada do mosquito.

Os quadros de FHD/SCD tem inicio com uma febre alta repentina, que
permanece por 2 a 7 dias, além de outros sintomas idénticos aos do dengue classico.
Ha& alteracdo significativa no numero de plaguetas (< 100.000 plaquetas por uL),
levando a uma tendéncia hemorragica que se manifesta de diferentes formas como

petéquias, equimoses ou parpura; hemorragia das mucosas e hematémese ou melena.
17
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Os quadros hemorragicos por Dengue (FHD/SCD) podem ser classificados de
acordo com a sua gravidade. Na FHD de grau | a Unica manifestacdo hemorragica € a
prova do laco positiva, ja na FHD de grau Il estdo presentes hemorragias espontaneas
leves (sangramento de pele, epistaxe, gengivorragia e outros) além das manifestacdes
presentes na de grau I. Os casos de SCD séo classificados como grau Il e IV onde ha
colapso circulatério com pulso fraco e rapido, estreitamento da pressdo arterial ou
hipotensdo, pele pegajosa e fria e inquietacdo, choque profundo com auséncia de
pressao arterial e pressdo de pulso imperceptivel respectivamente. *°

O quadro de Dengue com Complicacdes retine casos clinicos que apresentem
alteracfes graves do sistema nervoso; disfungdo cardiorrespiratoria; insuficiéncia
hepética; hemorragia digestiva; derrames cavitarios; caso suspeito de dengue com
evolucdo para 6bito, mas sem todos os critérios de encerramento por FHD.***

A ocorréncia de encefalite verdadeira devido a invasdo direta do cérebro é
rara e normalmente estd associada a choque prolongado com acidose metabodlica,
distirbios metabolicos, desequilibrio eletrolitico, andxia cerebral, edema cerebral,
hemorragia intracraniana, e oclusdo vascular. Suas causas ndo estdo bem elucidadas,
porém acredita-se que pode ser causada por insuficiéncia hepatica aguda ou sindrome
de Reye e edema cerebral.'’*®

Os casos de lesdo hepatica estdo relacionados diretamente com a replicacéo
viral no 6rgao e devido aos sinais neuroldgicos, bem como a recuperacdo rapida do

paciente, acredita-se que ha manifestacdo de sindrome de Reye e ndo hepatite viral.
17

1.4. Patégeno

O virus da Dengue faz parte da familia Flavividae, género Flavivirus. Possui
40 a 50 nm de diametro, com fita simples de RNA de polaridade positiva com
aproximadamente 10.700 pares de base, sendo recoberto por um envelope lipidico
derivado principalmente da membrana celular hospedeira. E dividido
imunologicamente em cinco sorotipos: DENV-1; DENV-2; DENV-3, DENV-4 e

mais recentemente, DENV-5, 1%2°
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Seu genoma codifica trés proteinas estruturais, sendo estas: Capsideo (C),
Envelope (E) e Proteina Precursora de Membrana (prM). Também sdo codificadas
sete proteinas ndo estruturais (NS) essenciais para a replicacdo viral: NS-1, NS-2A,
NS-2B, NS-3, NS-4A, NS-4B e NS-5. %

A proteina E possui trés dominios (DI, DIl e DIII) que auxiliam na fuséo do
envelope viral com a membrana da célula hospedeira. A funcdo da proteina prM é
proteger a proteina E de uma fusdo acidental durante a passagem pelo Complexo de
Golgi, onde é realizado o processo de maturacdo viral. Durante este processo a
proteina precursora prM é transformada em Proteina de Membrana (M), rearranjando
as proteinas do envelope, e permitindo assim a ligacdo da proteina E com a
membrana da célula hospedeira. %22

As proteinas ndo estruturais sdo de suma importancia para a replicacédo viral,
entretanto, as funcionalidades melhor conhecidas sdo das proteinas NS-2B, NS-3 e
NS-5.

A funcionalidade da NS-1 na replicacdo ainda ndao é completamente
conhecida, porém, Allonso e colaboradores, em estudo de microscopia eletrénica
mostram a associacdo desta com particulas de RNA fita dupla, indicando importancia
nas fases iniciais da replicaco. %

Ainda em outros estudos observou-se a interacdo da NS-1 com algumas
proteinas ribossomais, aparentemente estimulando a transcricio e a ligacdo
Ribossomo-Reticulo Endoplasmatico. 2*?* Além da importancia na replicacdo, a
proteina NS-1 parece estar relacionada com determinados processos fisiopatoldgicos
que geram hemorragias e choque hipovolémico nos pacientes com Dengue Grave e
Dengue com Sinais de Alerta, possivelmente através de mimetismo molecular. %

A proteina NS2-A auxilia na montagem do virion e gera uma resposta
antiviral inibindo a agdo dos Interferon-o e Interferon-B, bem como ¢é responsavel
pela ligacdo com a regido 3’ UTR auxiliando na replicacdo viral ?°2%. Ja a NS2-B,
além de cofator para a regido de protease da NS3, regula sua acdo catalitica. %

A NS-3 funciona como uma serina protease (parecida com a tripsina), RNA
helicase e RTPase/NTPase. Sua funcdo de serina protease s6 € ativa quando ligado
ao seu cofator, a proteina NS-2B, quebrando a as jungdes entre NS-2A/NS-2B, NS-
2B/NS-3, da NS-3/NS-4A, NS-4B/NS-5 e também a juncdo C/prM. 2% J4 a
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funcdo pertinente a replicacdo esta ligada a sua funcdo de RNA helicase/NTPase e
RTPase, separando as fitas do RNA fita dupla formado durante a replicacdo e
preparando o RNA viral para ser traduzido, bem como para montagem da particula
viral, onde a funcdo de RTPase aparentemente é estimulada pela NS-5. 2%

A NS4-A altera a membrana do Reticulo Endoplasmatico (RE), facilitando a
formacdo do complexo de replicacdo viral, além disso, liga-se a proteinas do
citoesqueleto celular (vimentina) que formam complexos com o RNA fita dupla,
formado durante a replicacdo viral. Além disso, ela serve como sinalizador para o
posicionamento da NS4-B no RE. 334

Apos ser clivada da NS4-A por protease do hospedeiro, a NS4-B atuara no
complexo de replicagdo juntamente com a NS3, aumentando sua atividade de
helicase e reduzindo sua afinidade por RNA de fita simples. Contudo esta ndo é a
Unica funcdo da NS4-B, que possui ainda atividade supressora de Resposta
Imunoldgica antiviral, inibindo a sinalizacdo por INF-a/B ¢ a agdo de RNA de
interferéncia. %’

A proteina NS-5 é composta pelos dominios metiltransferase N-terminal e
RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) C-terminal. * O dominio RdRp realiza
a sintese de novo de RNA, gerando um RNA de polaridade negativa a partir do
molde de RNA viral de cadeia positiva. A fita negativa serve entdo como molde para
a sintese de mais fitas de RNA de polaridade positiva, que serdo utilizadas para a
sintese de novas proteinas virais ou serdo utilizados no empacotamento para formar

novas particulas virais. *°

1.5. Replicacéo viral em Humano

A particula viral se adere e penetra na membrana das células alvo do
hospedeiro através de receptores de endocitose mediada por clatrina. Deste grupo de
receptores, o principal utilizado é o heparam sulfato. Apos o processo de endocitose,
a proteina E sofre trimerizacdo, resultado do pH acido do endossomo, levando a
fusio entre envelope e membrana endossomal. ®?**° A fusio faz com que o
nucleocapsideo seja liberado no citoplasma, resultando na dissociacdo da proteina C
e 0 RNA.
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Uma vez liberado, o genoma ¢ traduzido diretamente pelos ribossomos
celulares, dando origem a uma poliproteina. Esta € direcionada para o Reticulo
Endoplasmatico (RE), onde é clivada por proteases do hospedeiro e por proteases
formadas a partir da poliproteina viral apos a clivagem feita pela célula hospedeira
(Figura 2). 2%

Apo6s a clivagem do polipeptidio, a proteina NS-5, uma RNA polimerase
dependente do RNA viral, faz copias do genoma viral (de sentido negativo), que
servirdo de molde para a sintese de novos RNA fita positiva, polimerizados pela
mesma NS-5. 42
A replicacdo viral ocorre ancorada a membrana do Reticulo Endoplasmético da
célula hospedeira, na regido onde esta presente a poliproteina. Apds a formagao de
novo RNA fita positiva, corre a ligacdo dele com as proteinas de capsideo e o
fechamento de uma vesicula na membrana do RE, formando a particula viral
imatura, que segue para 0 Complexo de Golgi (CG). No CG a proteina prM ¢
transformada em M, sendo agora uma particula viral madura, que € liberada para o

meio extra celular. %

Citoplasma

Figura 2 - Posicionamento da poliproteina no Reticulo Endoplasmatico e locais de

clivagem com formacao das proteinas virais.
Imagem adaptada de Perera R, Kuhn RJ. Structural proteomics of dengue virus. Curr Opin Microbiol. 2008 ;11(4):369-77.

1.6. Patogénese

Normalmente em primo-infeccdes o processo fisiopatologico esta ligado a

uma disseminagdo rapida e replicacdo das particulas virais em células e tecidos
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permissivos, como monaocitos e tecido linfoide, gerando uma infecgdo sistémica,
tendo como consequéncia uma inflamacéo generalizada.*?

A interacdo das células fagociticas infectadas com linfécitos T gera uma
producdo em grande quantidade de citocinas, levando a febres e queda no nivel de
plaquetas.**

Outras células como hepatécitos, células endoteliais, neurénios, linfdcitos e
células hematopoiéticas podem ser infectadas pelo virus. 1sso pode, evidentemente,
levar a diferentes quadros patogénicos, como por exemplo, a encefalite por
dengue.18'4547

As formas mais graves da doenca ndo estdo temporalmente ligadas com o pico
de viremia, mas paradoxalmente ligada a fase de convalescéncia, quando o sistema
imune do hospedeiro esta atuando contra o patégeno.*®

Acredita-se que as formas hemorragicas (FHD/SCD) ocorram principalmente
em segundas e terceiras infeccOes, causadas por sorotipo diferente da primeira, o que
leva a um processo denominado Incremento Dependente de Anticorpos (Antibody
Dependent Enhancement - ADE), onde anticorpos produzidos contra o sorotipo
causador da primeira infeccdo ligam-se ao sorotipo causador da infeccio seguinte.*®

Essa reacdo cruzada entre sorotipos caba aumentando a infectividade viral,
pois 0s anticorpos nao possuem acgdo neutralizante entre sorotipos diferentes,
permitindo um aumento na velocidade e na quantidade de particulas

endocitadas/fagocitadas pelas células mononucleares.*®°

Esse aumento repentino
na infeccdo de células monociticas, culmina em um processo denominado
Tempestade de Citocinas (cytokine storm), gerando uma liberacdo exacerbada de
fatores pro-inflamatorios, principalmente Interferon y (IFN-y), Interleucina 10 (IL-
10) e Fator de Necrose Tumoral o (TNF-a), levando a um aumento da
permeabilidade vascular.*®*°

Além da resposta imune cruzada ou exacerbada do hospedeiro, fatores
virais também podem estar relacionados ao nivel de gravidade da doenga.
Certos gendtipos ou linhagens dos sorotipos 2 e 3 de origem asiatica parecem
estar mais associados com FHD/SCD do que outros gendtipos. Além da maior
viruléncia, algumas cepas virais também podem apresentar uma infectividade maior

no vetor A. aegypti.”*
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Mutagdes que permitam a glicosilagdo de proteinas virais também aumentam a
sua capacidade de infeccdo em células dendriticas e macréfagos, bem como sua
capacidade de replicacdo. Estas modificacBes ocorrem principalmente nas proteinas
E, M e NS-1. Esta caracteristica ndo é exclusiva do DENV, estando presente em

grande parte dos arbovirus. Contudo, existem sitios proteicos diferentes no DENV.>"
53

1.7. Vetores e Modo de Transmissao

A transmissdo do virus da dengue é vetorial, sendo feita por artrépodes fémeas
da familia Culicidae, género Aedes, as fémeas desses culicideos necessitam fazer
repastos sanguineos para maturacao de seus ovos, sendo esta a fonte de infeccdo dos
artropodes pelo virus da dengue caso se alimentem de um hospedeiro com
viremia.>*>

ApOs o0 repasto € necessario que o virus infecte as células do intestino médio
do inseto entre 4 a 8 horas, pois apds esse periodo sera secretada por essas células
epiteliais uma estrutura de quitina que revestira o intestino com fins de protecdo
contra patdgenos e toxinas. *°

ApOs essa primeira etapa de replicacdo, 0s virus necessita atravessar a lamina
basal que envolve o intestino médio do mosquito para em seguida propagar-se pelo
sistema circulatorio do vetor através da hemolinfa. Essa passagem ainda ndo esta
muito bem elucidada, porém sabe-se que a infeccdo das células do intestino do
mosquito Culiseta melanura pelo Virus da Encefalite Equina do Leste em faz com
que a integridade da membrana basal seja alterada permitindo que o virus atinja a
hemocele. >+

Além do intestino, os arbovirus precisam se replicar em outros tecidos do
artropode para assegurar uma carga viral consideravel para infeccdo das glandulas
salivares, replicando no tecido adiposo, hematocitos e sistema nervoso dos
artrépodes. *®°" Assim, ap6s a replicacdo principalmente na hemolinfa, as particulas
virais infectam as glandulas salivares, que sdo 6rgdos lobulados, contendo trés lobos
(figura 3) e dispostos aos pares na regiao toracica do mosquito. Aparentemente nem

todos os arbovirus infectam todos os lobos de cada glandula. O virus da Dengue é
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capaz de infectar a glandula por inteiro, iniciando a infeccdo pelos lobos laterais
distais, que estdo relacionados com a producdo de substincias que auxiliam no
repasto sanguineo *°, terminando o ciclo replicativo dentro do vetor (figura 3) e

tornando essa fémea um transmissor do virus.

Lobo proximal
Lobo medial
Lobo distal

Figura 3 - Esquema mostrando os lobos da glandula salivar do Aedes aegypti. As
setas pretas mostram o fluxo replicativo que os arbovirus seguem no interior de
mosquitos do género Aedes. (1) e (2) repasto sanguineo pelo mosquito fémea com
sangue infectado, passando pelo aparelho bucal, intestino anterior, chegando ao
intestino médio (3) onde ocorrerd a replicacao viral (4), levando a passagem pela
lamina basal, indo para hemocele e aumentando sua carga viral em 6rgaos adjacentes
(5), chegando até a glandula salivar (6), onde em um proximo repasto sanguineo a

saliva contendo particulas virais sera inoculada (7).
Modificado de http://www.nytimes.com/interactive/2016/health/what-is-zika-virus.html?_r=0

Existem trés espécies de Aedes conhecidamente vetores da dengue: A. aegipty,
A. albopictus e A. polynesiensis. Dentre as trés espécies de vetores, duas estdo
presentes no Brasil: A. aegypti e A. albopictus. >

O principal vetor nas Américas €, sem ddvida, o A. Aegypti. Isso se deve a
realizacdo de seus repastos durante o dia, nos periodos da manha e final da tarde e ser
encontrado em areas tropicais e subtropicais, com um habitat que varia desde areas
silvestres até areas urbanas. Em areas urbanas, consegue alojar-se nas casas,
utilizando como criadouros recipientes artificiais com acimulo de agua limpa como,
por exemplo, vasos de flores, pneus expostos a chuva e caixas d’agua destampadas,

contudo ja foram encontradas larvas em agua poluida. **
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A. albopictus possui origem Asiatica e foi introduzido nas Américas em 1980.
Habita areas de transicdo de regides silvestres com propriedades rurais, ndo sendo até
0 momento considerado como um vetor urbano no Brasil. Contudo, em paises onde
ndo ha ocorréncia de A. aegypti como Japdo e China, o A. albopictus desempenha o

papel de vetor da Dengue. "®

1.8. Adaptagdo DENV x Hospedeiros

Os virus de RNA possuem um processo evolutivo extremamente rapido
devido principalmente a altas taxas de mutacédo, que sdo de suma importancia para a
sua sobrevivéncia pois pode levar ao aparecimento de caracteristicas benéficas como
melhoria no processo replicativo, resisténcia a antivirais e até mesmo cruzando a
barreira entre espécies . °*°%°

E descrito na literatura que as taxas mutacionais dos virus em geral, podem
variar de 10e-8 (virus de DNA) até 10e-3 (retrovirus), onde os virus com genoma
composto por RNA (ndo retrovirus) possuem taxas que variam entre 10e-6 a 10e-
3_64,66

Essas altas taxas observadas nos virus de RNA proporcionam uma grande
plasticidade adaptativa, pois 0s virus possuem capacidade de gerar uma populacéo
muito grande em um curto espaco de tempo. Assim devido as taxas mutacionais mais
elevadas, essas novas populacdes podem apresentar uma alta variabilidade.®®

Contudo, o acimulo de mutacbes observadas nos arbovirus ndo possui a
mesma velocidade que nos demais virus de RNA, como por exemplo, o virus da
hepatite C, HIV e poliovirus, que possuem taxas entre 10e-4 a 10e-5 mutacdes por
nucleotideo por cépia gendmica.®” "2

Dados obtidos através de pirosequenciamento do genoma completo da cepa
de DENV-2 presente na epidemia que acometeu a cidade de Santos em 2010
comprovam essa baixa frequéncia de mutacdes da populacéo viral intra-hospedeiro,
revelando uma grande estabilidade gendmica da populagdo viral amostrada no
plasma de individuos infectados. ® Muito provavelmente a alternancia entre
hospedeiros taxonomicamente distintos, aliada a uma possivel maior fidelidade da

RNA polimerase viral sdo as causas da estabilidade genética observada nos
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arbovirus, incluindo o Dengue. ®"*™ Além da interacio com o hospedeiro
vertebrado o arbovirus precisa se adaptar ao organismo do hospedeiro artropode,
tanto para escape de seu sistema imune inato, quanto para adaptacdo para entrada e
multiplicacdo eficiente nas células de mosquito. ®""

Contudo, a adaptacdo parece ser mais critica nas células de vertebrados, pois
mutacdes no sitio de glicosilacdo do dominio | do envelope acabam impedindo a
entrada do virus em células de mamifero, mas ndo alteram ou até mesmo aumentam a
capacidade de fusdo do virus a célula de artrépode. Essas diferencas podem ser
explicadas pela diferenca entre os receptores de membrana utilizados pelo virus para
entrada em células de mamifero e de artrépode.**""2

A capacidade de replicagdo de um arbovirus deve ser igualmente eficiente em
ambos os ambientes (vertebrado e invertebrado), o que em ultima analise, limita a
adaptacdo a apenas um tipo de hospedeiro. A alternancia de hospedeiros acarreta em
auséncia de adaptacdo a um hospedeiro especifico, 0 que leva a geracdo de virus
“generalistas” (trade-off hypothesis).

Provavelmente esta caracteristica € proveniente das substituicbes que
beneficiam a manutencdo do virus em ambos os hospedeiros ou que sejam neutras,
evitando assim a especificidade do virus a um unico hospedeiro.”® Assim, as
variantes geradas durante a replicacdo viral devem tais que ndo prejudiquem a
replicacdo em um dos ambientes (vertebrado/invertebrado), caso contrario, o ciclo de
transmissdo ndo sera completado.

Diversos estudos sobre evolucdo experimental em arbovirus sugerem
fortemente que, enquanto sua evolugdo é primariamente dirigida pela alternancia de
hospedeiros, a pressdo adaptativa é imensamente maior no hospedeiro vertebrado,
onde por sua vez o virus pode sofrer maior expansdo e adquirir maior diversidade.
67,77,78

Em estudo realizado com o Virus da Estomatite Vesicular (VSV) a taxa de
mutacio obtida é maior em células de mamifero do que em células de mosquito. % Ja
em estudo com Virus da Dengue foram observadas taxas de mutacdo semelhantes
entre hospedeiro e vetor. Contudo as metodologias utilizadas para a avaliacdo das
mutacOes nesses estudos sdo diferentes. No primeiro foi observada a perda de

mutagdo de resisténcia a anticorpos apds uma Unica passagem em diversos tipos
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celulares, enquanto o segundo avaliou passagens consecutivas em células, dez
passagens em mosquitos, dez passagens em mamifero e dez passagens alternado
entre mosquito e mamifero (totalizando 20 passagens) observando o aparecimento de
mutacdes. %"

J& em estudo in vivo com o Virus da Encefalite de St. Loius (SLEV), foram
realizadas passagens consecutivas (20x) em Culex pipiens e em galinhas, visando a
melhora do fitness viral por mutacbes adaptativas. Este estudo demonstrou uma
melhora no fitness viral durante as passagens feitas nas aves, onde uma populacédo
apresentou maior viremia em aves e outra cepa apresentou aumento no tamanho da
placa formada durante a titulacdo. Além disso, a populacdo que causava maior
viremia nas aves, também tinha o fitness aumentado para mosquitos, aumentando a
carga viral gerada durante a infeccdo em Cx pipiens.®’

Em estudo realizado com Virus do Nilo Ocidental (WNV), apés realizar
passagens consecutivas em pintinhos e em mosquitos e passagens seriadas entre
mosquitos e pintinhos foi analisado o fitness viral através de titulacdo em placa. Foi
observado um aumento no fitness dos virus que sofreram passagens seriadas em
pintinhos, tanto em aves quanto em mosquitos, ja nas passagens seriadas em
mosquito, houve um decréscimo no fitness quando inoculado novamente em aves. ™

Estes estudos reforcam as hipdteses sobre uma menor taxa de mutacdo de
arbovirus, forte selecdo pela alternancia de hospedeiro e maior pressdo adaptativa em
células dos hospedeiros vertebrados. Contudo, quando sdo feitas muitas passagens
em células de mosquito, por mais permissivas que sejam, 0 virus também tende a
acumular mutacdes que aumentam sua afinidade por essas células. ©/°%707°

Juntamente com as caracteristicas ja citadas que influenciam na baixa taxa de
mutagdo e adaptacdo dos arbovirus, o efeito gargalo (bottlenecks) contribui para a
eliminacdo de variantes dentro de uma epidemia, levando a uma homogeneidade

genética. "%

No efeito gargalo, uma pequena quantidade de particulas virais sdo
inoculadas pelo artropode no mamifero ou uma pequena quantidade de particulas
virais sdo carregadas durante a alimentacdo do vetor no mamifero infectado,
aumentando as chances de que tais particulas reflitam as majoritarias no vetor ou no

hospedeiro. &
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Juntamente com o efeito gargalo na transmissdo, ha o efeito gargalo intra
vetor, pois a disseminacdo pelos 6rgdos e hemolinfa depende da passagem por
laminas basais, limitando a entrada viral, vide item 1.7 da Introducéo para detalhes.
81

Além da adaptacdo que pode ocorrer entre hospedeiros taxonomicamente
distintos, podem ocorrer mutacdes adaptativas em hospedeiros de mesmo género,
como ocorrido recentemente com o virus Chikungunya. Foi observado que o virus
ndo s6 migrou do hospedeiro A. aegypti para o A. albopictus, mas ao fazé-lo,
aumentou seu fitness para esse segundo vetor com alteracdo apenas em um
aminoécido no gene env. 88

Outro caso de mutagdo adaptativa relacionada com hospedeiros artropodes foi
relatado em epidemias do virus da Encefalite Equina Venezuelana (EEV), ocorridas
em equinos no México, nos anos de 1993 e 1996. Estas epidemias foram provocadas
por um subtipo selvagem da EEV que acometia apenas roedores e passou a acometer
0s equinos, saindo do seu ciclo selvagem. Esta entrada no ciclo zoondtico/epizootico
urbano foi provocada por uma mutacdo que levou a adaptacdo deste subtipo aos
vetores urbanos, passando do Culex spp. (vetor silvatico) para o Ochlerotatus
taeniorhynchus (vetor “urbano”) aumentando a chance de transmissdo aos equinos e

uma preocupante probabilidade de transmissdo aos humanos.
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2. JUSTIFICATIVA

Assim como o virus do Oeste do Nilo (WNV) e diversos outros arbovirus, o
Dengue experimenta alternancia de hospedeiros taxonomicamente distintos, o que
invariavelmente deve impactar no seu fitness geral. Essa troca de hospedeiros em
um curto espaco de tempo, como no caso de uma epidemia, onde ha abundancia de
hospedeiros infectados e de vetores disponiveis permite que o virus seja transmitido
apos relativamente pouco tempo de replicacdo no hospedeiro e, portanto, o ganho de
variabilidade deve ser ainda mais restrito. Além disso, os constantes gargalos
populacionais sofridos a cada evento de transmissdo (dois para cada hospedeiro
humano infectado) contribui para essa diminuicdo de variabilidade.”® Entretanto,
pouco se sabe a respeito do ganho/perda desse fitness se o virus puder ser submetido
a um periodo de replicacdo mais longo em um determinado hospedeiro.

Estudos no campo da imunologia tém apontado novos e intrigantes
mecanismos de defesa que ainda néo estdo adequadamente decifrados, e que podem
por sua vez, ser decisivos na progressao para DG. Por outro lado, 0s virus possuem
estratéegias que podem interferir com essas defesas, escapando eficientemente ou
produzindo cepas com maior viruléncia e capacidade replicativa.

Assim, uma maior compreensdao das regifes e/ou sitios mais propensos a
adquirir substituicdes de carater adaptativo frente a condicdes distintas é crucial para
um melhor entendimento da biologia do dengue e dos arbovirus em geral.

Os dados gerados nesse estudo podem ajudar na avaliagdo do impacto da
alternancia de hospedeiros na dindmica e na variabilidade viral através do estudo do
genoma da poliproteina viral (genes estruturais e ndo estruturais) apds sucessivas
passagens em células de vertebrado e invertebrado, Os resultados gerados aqui
contribuirdo para o discernimento entre o que é resultado da pressdo seletiva
diferencial de cada hospedeiro, qual a importancia das substituicbes adquiridas e

quanto é simplesmente fruto da falta de fidelidade da RNA polimerase.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo principal

Estudar a evolucdo do virus da dengue sorotipo 2 em diferentes sistemas de cultivo.

3.2. Objetivos especificos

° Observar eventuais muta¢ées em cepa padrdo durante passagens seriadas em
diferentes sistemas: células provenientes de larvas de Aedes albopictus (C6/36) e
células humanas de linhagem de hepatocarcinoma (HepG2);

° Observar mutacGes em cepa neurovirulenta de DENV2 em passagens em
diferentes sistemas: Células C6/36, Células HepG2 e camundongos Balb/c

° Avaliar o carater adaptativo das mutagdes encontradas
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4. MATERIAIS E METODOS:

4.1. Cepas virais

A cepa viral utilizada no experimento em passagens consecutivas de células
foi a cepa de referéncia de DENV-2 de genotipo Americano-Asiatico do Laboratorio
de Virologia do Instituto de Medicina Tropical da Universidade de S&o Paulo,
denominada ACS-46. Esta cepa foi obtida em um estudo realizado por nosso grupo
em 2010 com amostras de uma epidemia na cidade de Santos, depositada no
GenBank com o numero de acesso JX286516 (de plasma humano) e JX286517 (apos
isolamento e passagem em célula C6/36).%°

Ja a cepa utilizada no experimento com passagem em camundongos foi a
mesma utilizada por Amorim e colaboradores, denominada JHA1, pertencente ao

gendtipo Americano e proveniente de um paciente com Dengue sem sinais de alerta.
25

4.2. Cultura celular

Para os experimentos de inoculacdo viral foram utilizadas as linhagens
celulares:1) Células C6/36, derivadas de larva mosquito Aedes albopictus, mantidas
em Meio Leibovitz (L-15) suplementado com 10% de soro fetal bovino; 2) Células
HepG2, originarias de hepatocarcinoma humano, mantidas em Meio Eagle
Modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino.

As células de mosquito foram mantidas a 28°C e a célula humana foi mantida
a 37°C com concentracdo de 5% de CO,. As passagens foram realizadas utilizando
3x10° células/mL para que houvesse a confluéncia esperada de 80% da superficie da
garrafa para a infecgdo apos 24 horas do repique.

O repique de C6/36 aplica como método de soltura das células a utilizacdo de
um auxiliador Scrap com 1 mL de meio L-15 a 10% de SFB. Ja 0 método de soltura

das células HepG2 utiliza 1 mL de solugdo de Tripsina e Versene Associadas (ATV)
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por 15 minutos (Instituto Adolfo Lutz, associacdo de Tripsina a 0,2% e Versene a
0,02%).

4.3. Infeccdes

Os experimentos de infeccdo foram realizados de trés maneiras: 1) Infeccédo
seriada em células de Mosquito; 2) Infeccdo seriada em células de Mamifero; 3)

Infeccdo alternada em células de Mosquito e Mamifero

4.3.1. Celula de Mosquito

Para a realizacdo dos experimentos de infecdo em C6/36, as células foram
cultivadas de acordo com os padrdes descritos no item 4.2. O meio de cultura foi
desprezado e em seguida adicionado 200uL do estoque viral da cepa ACS-46. Em
seguida a garrafa permaneceu em estufa a 28°C por 1 hora para a adsor¢do das
particulas virais nas células.

Ap6s o periodo de adsorcdo viral, foi adicionado 5mL de meio L-15 com 5%
de soro fetal bovino para manutencdo da célula e em seguida a garrafa retornou
novamente a estufa a 28°C.

A cultura foi observada diariamente para acompanhar a formacgdo de efeito
citopatico e apés sete dias de infeccdo o sobrenadante foi coletado e congelado.
Além da observacdo de efeito citopatico, 0 RNA viral dos sobrenadantes foram
extraidos com o auxilio do kit de extracdo QiAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen) e
submetidos a RT-PCR one step, de acordo com o descrito por Romano et al. ®
Apos a confirmagdo de infecgdo, utilizamos o sobrenadante para realizar

novas infecgdes seriadas.
4.3.2. Célula de Mamifero
Para 0s ensaios de passagens seriadas em célula de mamifero, foram testadas

varias linhagens, como VERO (célula de rim de macaco verde Africano) e Huh7

(célula de hepatocarcinoma humano oriental) além da célula HepG2, utilizada nas
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infeccdes alternadas em nosso estudo, por varios meses. Tivemos dificuldades para
realizacdo de passagens seriadas de nossa cepa ACS-46 em células de mamifero pois
a carga viral obtida a cada passagem decaia a ponto de ndo existir mais virus na
terceira ou quarta passagem

Devido a impossibilidade de infegdo seriada em células de mamifero, estes

experimentos foram descontinuados.

4.3.3. Mamifero x Mosquito

Foram realizadas passagens alternadas entre células de mamifero (HepG2) e
de mosquito (C6/36). Com esta metodologia, pudemos mimetizar as pressoes
sofridas pelo virus pela alternancia em hospedeiros taxonomicamente distintos dentro
de seu ciclo bioldgico.

O método utilizado para a infeccdo em HepG2 e C6/36 foi 0 mesmo descrito
no item 4.3.2, utilizando meio de cultura DMEM para as células de mamifero e L-15
para a de inseto. Contudo, as células HepG2 ao serem infectadas com Dengue ndo
apresentaram efeito citopatico evidente como o das infec¢bes em C6/36. Assim, foi

necessaria a utilizagdo de métodos para determinar a infecgdo nesta linhagem celular.

4.3.3.1. Determinacéo dos padrdes de infec¢do da HepG2

Devido aos problemas durante os experimentos de infeccdo em células de
mamiferos, decidimos utilizar o protocolo de Reacdo em Cadeia da Polimerase em
Tempo Real (QPCR) descrito por Huhtamo® para confirmar a infeccdo das células
HepG2 e ao mesmo tempo quantificar a carga viral obtida a cada passagem na
infeccéo seriada.

Diferentemente da infeccdo por C6/36, onde utilizamos o inoculo com MOI
estimado em 1,0 e nossa cepa ndo apresentava decréscimo de carga viral, optamos
pela utilizagdo deste protocolo de gPCR pois somente 0 RT-PCR néo seria capaz de
quantificar a carga viral para verificarmos se a infeccdo foi bem sucedida.

Contudo, a quantificacdo do material genético por RT-PCR ndo pode ser

utilizada sozinha para estimar o nimero de particulas viaveis para a infecgdo das
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células, assim comparamos os resultados obtidos por qPCR com resultados obtidos
por titulacdo em placa em células LLC-MK2, realizados em estudos feitos pelo
Laboratorio de Parasitologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas.

Além desta comparagdo, realizamos um experimento para estabelecer a
quantidade de particulas virais utilizadas para infectar a linhagem HepG2. Segundo
Pattanakitsakul et al ® ao utilizar MOI igual a 0.1, 0.5 e 1.0 obtém-se infeccdo de
30%, 70 e 80% das células HepG2 respectivamente.

Para a estimarmos o MOI, modificamos o protocolo de captura de antigenos
em célula descrito por Das, S ® com o intuito de observar qual a melhor relac&o entre
quantidade de coOpias virais e 0 namero de células para obtermos uma infeccéo viavel
das células.

Assim, células HepG2 foram cultivadas em uma placa para cultivo celular de
24 pocos com 2x10° células por poco, que equivalem a 80% de confluéncia. Apés 24
horas foram inoculados sobrenadantes contendo virus quantificados por g°PCR com
107, 10°, 10° e 10* copias virais.

Apos cinco dias de infeccdo o sobrenadante das células foi coletado e as
células foram fixadas utilizando uma mistura de Acetona e Metanol 1:1 por 1 hora a
4°C. Apos esse processo o fixador foi retirado e a placa foi lavada 3 vezes com 1mL
de PBS 1x. Em seguida, foi preparada a solu¢cdo com soro hiperimune com
concentracdo de 1:1000 de anticorpo IgG humano para dengue 2, substituindo o
anticorpo monoclonal de roedor, em solucdo de leite em pd desnhatado a 5%,
substituindo o Blotto utilizado no protocolo original.

Foram adicionados 400uL dessa solucdo em cada pogo, seguido de incubacao
por 1 hora a 37°C. Ap0s esse tempo, 0s pocos foram lavados 3 vezes com PBS 1x.
Em seguida foi adicionado o conjugado anti-lgG humano com HRP (DAKO
Cat#P0214) em solucao de leite em pé desnatado a 5%, sendo incubado a 37°C por 1
hora e lavado 3 vezes com PBS1x apds a incubacéo.

Ao término da lavagem, foi adicionado o substrato, composto por um tablete
(10mg) de DAP (SIGMA Cat# D5905) dissolvido em 20mL de PBS 1x com 8uL de
peroxido de hidrogénio e incubado por 10 minutos a temperatura ambiente ao abrigo

da luz. Apds a ultima incubacdo, o substrato foi retirado, agua destilada foi
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adicionada para interromper a reacdo e por fim, o experimento foi lido em
microscopio Otico invertido.

Os resultados desse experimento foram comparados com dados descritos na
literatura sobre infeccdo de dengue em HepG2 ®, juntamente com a quantificagéo do
virus por gPCR e a titulagdo em placa. Com isso pudemos observar a diferenca de
dois logs entre a quantificacdo de nimero copias de genomas virais entre 0s dois
métodos. Finalmente, assumimos que 10° copias gendmicas é portanto equivalente a
10* particulas virais viaveis.

Desta maneira, para realizar a quantificacdo de particulas virais, optamos pelo
método molecular (qPCR) devido a rapidez na obtencdo do resultado, assumindo a
diferenca de 2 log para mais em relagdo ao numero de particulas infectantes,

conseguindo calcular dessa maneira um MOI para a infeccao.

4.3.3.2. Infeccdo Alternada

Para a inoculacdo em células HepG2 foi utilizado uma carga viral que
equivalesse a um MOI de 1,0. Optamos na utilizacdo de um MOI de 1,0 devido a
dificuldade de gerar infecdo, pois com um MOI equivalente a 0,1 ndo obtivemos
infeccdo eficiente das células HepG2 que gerasse carga viral suficiente para uma
préxima infeccdo.

Ap6s cinco dias de infeccdo em HepG2, o sobrenadante foi recolhido para
realizar novas reacdes de gPCR e passagens alternadas. O procedimento de infec¢do

para a C6/36 foi o0 mesmo utilizado no 4.3.1

4.4. Atenuacdo e Readaptacdo a Neuroviruléncia

A cepa utilizada para esse experimento, determinada JHA-1, pertence ao
sorotipo 2 do DENV e ao gendtipo Americano. Esse virus, bem como suas

8 ¢ foi

caracteristicas in vivo, foram descritas por Amorim e colaboradores
escolhida por possuir caracteristica de neuroviruléncia em camundongos adultos.

Todos os experimentos envolvendo animais foram realizados no Laboratério de
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Desenvolvimento de Vacinas do Instituo de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Séo Paulo

O JHA-1 foi submetido a passagens consecutivas em C6/36, através do
mesmo procedimento descrito no item 4.3.1, visando a atenuagdo. Devido a
resultados obtidos com a cepa ACS-46 de Dengue 2, optou-se por avaliar
geneticamente o virus e em relacdo a atenuacdo da neuroviruléncia somente a partir
da 20?2 passagem.

A passagem 23, e devido aos resultados obtidos nesta, a passagem 29, foram
selecionadas para a verificacdo do perfil de neuroviruléncia através da inoculacdo em
camundongos. A capacidade de provocar lesdo em sistema nervoso central foi
avaliada atraves da inoculagdo intracraniana em camundongos Balb/C machos, com
seis semanas de idade (n = 10 por grupo), sendo anestesiados com uma mistura de
quetamina e xilazina.®

Para a inoculagdo do virus nos roedores, foi necessaria a quantificacdo de
particulas virais pelo ensaio de formacdo de placas de lise. Apos titulacdo, foi
inoculado 40 pL de sobrenadante de cultura infectada ou de suspenséo viral em L-15
apos passagem em camundongo com concentrac@es de virus 100 UFP para o virus
parental JHAL, 232 passagem de JHAL em C6/36, 292 passagem de JHAL1 em C6/36 e
primeira passagem do JHA1 em cérebro de camundongo neonato.

Em paralelo, os virus dos sobrenadantes da 23% e 292 passagens foram
sequenciados utilizando a plataforma lon Torrent em busca das variacfes genéticas
em relacdo as cepas iniciais, neurovirulentas.

Observou-se que os virus da passagem 29 ja ndo eram capazes de causar
danos quando inoculados em camundongos adultos, e portanto, estabeleceu-se que
havia ocorrido atenuagdo. Portanto, virus dessa passagem foram inoculados em
camundongos neonatos para reverter o processo, buscando portanto a recuperacgao da
caracteristica neuroviruléncia.

Para a recuperacdo da neuroviruléncia foram utilizados camundongos Balb/C
com dois dias de idade, e a suspensdo viral foi injetada via intracraniana com
100UFP em 20 pL da vigésima nona passagem do virus JHAL. Os animais foram
acompanhados até o desenvolvimento de sintomas de encefalite, como por exemplo,

prostracdo, perda da capacidade motora nas patas traseiras e perda de peso.
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Ap0s o0 aparecimento dos sintomas, os animais foram sacrificados e seus
cérebros foram retirados e macerados em meio L-15 e centrifugados a 300g por 5
minutos para sedimentacdo do tecido nervoso, mas mantendo as particulas virais no
sobrenadante.

Para testar a perda ou o ganho de neuroviruléncia, foram utilizados
camundongos Balb/C machos com seis semanas de idade (n = 10 por grupo), sendo
anestesiados com uma mistura de quetamina e xilazina®® e inoculados pela via
intracraniana com 40 pL de meio L-15 do sobrenadante da cultura celular (controle
negativo) ou meio L-15 usado para fazer a suspensdo viral ap0s a passagem em

camundongos neonatos.

4.5. cDNA e gPCR

Para a realizacdo da reacdo de cDNA e de qPCR o RNA viral foi extraido
utilizando o kit comercial QiAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen), conforme
instrucoes do fabricante.

A reacdo de qPCR utilizada foi adaptada do estudo realizado Huhtamo®, que
utilizou a metodologia de gPCR onestep, onde a sintese de cDNA e sua amplificacéo
ocorrem um uma Unica reagdo. Ja em nosso estudo utilizamos a metodologia two-
step, onde o cDNA é sintetizado em reacdo separada da amplificacdo. Para a sintese
de cDNA utilizamos o kit comercial High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
e utilizamos a plataforma 7300 Real-Time PCR System da Applied Biosystems para
a realizacéo das reacoes de gPCR.

Estas reacdes utilizam a metodologia de Tagman, que consiste na deteccdo de
fluorescéncia emitida pela quebra de uma sonda, marcada em uma extremidade com
um fluoréforo e em outra extremidade com um captador de fluorescéncia, durante o
processo de extensdo da fita complementar do DNA (figura 4).

A quebra da sonda € dada pela Tag DNA polimerase, que possui agdo 5’ — 3’
exonuclease, quebrando desta maneira a sonda ligada ao DNA molde e distanciando
o fluoréforo do captador, fazendo com que haja emissdo de fluorescéncia, captada

por sensores presentes na plataforma onde é realizada a reacéo.
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Produgao de DNA fita dupla tendo como molde um cDNA
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Figura 4 - Esquema da reacdo de qPCR mostrando como a fluorescéncia é liberada
pela agéo de exonuclease da Taq DNA p0|imer359- adaptado de http://www.biosyn.com/tew/tagman-

vs-sybr-green-chemistries.aspx

Os reagentes utilizados para as reacdes de gPCR foram: Sonda e Primers
Forward e Reverse descritos por Huhtamo % (Tabela 1) e Tag PCR Master Mix kit
(Qiagen) que contem a enzima (Tag DNA polimerase), tampdo e dNTPs em
concentracdes ideais para a realizagdo da reacdo e como molde para a reagdo

utilizamos o cDNA obtido das passagens.
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Tabela - 1 - Primers e Sonda utilizados nas reagdes de gPCR descritos por
Huhtamo®

) Posicdo no
Primers e ] o
Genoma Viral Sequéncia
Sonda
(3°’UTR)

Primer Foward 10548 GGA CTA GAG GTT AGA GGAGAC CCC

Sonda 10619 AGC ATATTG ACG CTG GGA
Primer Reverse 10640 ACC AGAGAT CCTGCT GTCTC

A reacdo foi realizada em placa de 96 po¢os da marca Axygen especifica para
gPCR. Em cada poco foram adicionados 12,5 uL de Taq PCR Master Mix kit, 2,25uL
de Primer Forward a 10uM, 2,25ul de Primer Reverse a 10uM, 0,625uL de Sonda a
10uM, 2,375uL de 4gua e 5uL de cDNA, tendo um volume final de 25uL.

Essa placa foi vedada por um filme autocolante especifico para reacdes de
gPCR e posta na plataforma 7300 Real-Time PCR System da Applied Biosystems,
onde foi realizado ciclo de temperaturas por tempos distintos, fazendo com que as
reacdes de denaturacgdo da fita, anelamento dos Primers e Sonda e extenséo da fita de
DNA ocorressem, este ciclo foi repetido 45 vezes. O ciclo de temperaturas e tempos
sdo: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 min, 95°C por 15 segundos e 60°C por 1

minuto.

4.6. RT-PCR

Para sequenciarmos o genoma completo de nossas cepas virais, realizamos
um RT-PCR de passo unico utilizando o kit comercial SuperScript Il High Fidelity
One-Step RT-PCR kit (Invitrogen, LifeTechnologies, Carlsbad, CA), que realiza a
retrotranscricdo de RNA para cDNA e a amplificacdo dos fragmentos em uma Unica
reacao.

Para esse reacdo utilizamos os primers da Tabela 2 obtendo quatro

fragmentos longos, de aproximadamente quatro mil pares de base. Para a realizacdo
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da reacdo de sequenciamento, esse material foi extraido do gel de agarose e
purificado com kit Wizard SV Gel and PCR Clean-up System da marca Promega

Tabela - 2 - Primers utilizados nas reacdes de RT-PCR onestep e Sequenciamento
para Dengue 2.

Primers D-2 Posigao no Sequéncia
Genoma Viral*

AlF 28 GAC AGA TTC TTT GAG GGA GCT AA
AlR 4120 TGC TGG TTC TCG AAA GAG TTG
A2 F 3661 CGC TAC CAT GAC GGA TGA C
A2 R 7749 TTT TGC TGA TCC TCG TGA CA
A3 F 6668 CAC AGA TAC AAC CAC ACT GG
A3 R 10644 GGT CTT TCC CAG CGT CAA TA

*Cooredenadas no genoma viral de acordo com o genoma referéncia JX286517

4.7. Sequenciamento

As passagens escolhidas para o sequenciamento foram a décima sexta e
vigésima passagens em C6/36 e a quarta e sexta passagens no modelo alternado
HepG2 - C6/36.

O método empregado no sequenciamento de nova geracdo utilizado no lonTorrent
consiste em trés etapas: 1) preparo da biblioteca; 2) Preparo do Template 3)
Sequenciamento. Em todas essas etapas seguimos as instrugdes fornecidas pelo
fabricante

O Preparo da Biblioteca (Figura 5) consiste na quebra do amplicon em fragmentos
menores utilizando método enzimatico através do kit fon Xpress™ Plus Fragment
Library Kit for AB Library Builder™ System ou utilizando método de fragmentacao
mecanica utilizando Bioruptor™ UCD-200 TS Sonication System. Nosso estudo
iniciou utilizando o métodos enzimatico, porém devido a dificuldade de ajustes no
tempo de reacdo para obter fragmentos de amplicon correto passamos a utilizar o

método sonico.
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Figura 5 - Preparo da Biblioteca para lonTorrent. Obtido de: Use Guide: lon
Xpress™ Plus and lon Plus Library Preparation for the AB Library Builder™
System

O tamanho dos fragmentos gerados durante o processo de preparo de
biblioteca depende da plataforma lon utilizada, como utilizamos a plataforma lon
PGM™ System com chip 314, se optassemos pela utilizacdo de fragmentos mais
longos, aproximadamente 500 pares de bases, nossa cobertura seria pequena, assim
utilizamos um kit de preparo de biblioteca que gerasse fragmentos com tamanho
entre 270 a 370 pares de base, aumentando nossa cobertura de sequenciamento.

Para que a montagem da biblioteca utilizamos amostras com concentrac6es

de DNA entre 100ng e 1ug, como o requerido pela empresa. As amostras utilizadas
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nesse processo foram quantificadas em aparelho Qubit com o kit Qubit dsDNA BR

(Broad Range) Assay.

Entdo, apos a quantificacdo, as amostras foram fragmentadas mecanicamente, onde
sdo submetidas a um pulso sdnicos de 15 minutos, formando fragmentos de 300
pares de base. Como esse tipo de fragmentacdo pode deixar bases extras/grupo
fosfatos extras em uma das fitas é necessario a utilizacdo de enzimas de reparo para
garantir a ligacdo dos adaptadores no proximo passo.

Assim ao término da a fragmentacdo o material é transferido para um
microtubo Eppendorf LoBind, que diminui a adesdo de DNA e RNA em suas
paredes, e em seguida sdo adicionados o0s reagentes para o reparo das extremidades
da fita de DNA, que sdo o tampéo de reparo 5X End Repair Buffer e a enzima de
reparo End Repair Enzyme.

ApOs esse processo de reparo, as amostras foram ligadas a adaptadores e
barcodes, que consistem em pequenos fragmentos de sequencia nucleotidica. Os
adaptadores auxiliam no enriquecimento da biblioteca, onde sdo complementares aos
primers utilizados neste processo, consiste em uma PCR de emulsdo, ja os 0s
barcodes sdo sequéncias distintas conhecidas ligadas a cada amostra, sendo
reconhecidas pelo software do sequenciador, identificando cada amostra durante o
processo de leitura de sequéncia.

Para realizar a ligacdo dos adaptadores e barcodes utilizamos a enzima DNA
ligase, que necessita de um ciclo de temperaturas ideais para agir. Em cada amostra
processada ird um barcode diferente, identificando a amostra pela sequéncia
nucleotidica de cada barcode.

Concluida a ligacdo dos adaptadores e barcodes, as amostras sdo purificadas
utilizando Agencourt™ AMPure™ XP, este reagente € composto por pequenas
esferas magnéticas (beads) onde os fragmentos de DNA se ligardo. Assim, apés
adicionar as beads ao DNA, o microtubo contendo essa solucdo é posto em uma
estante magnética para tubos (DyraMag™) por 3 minutos, onde as esferas com o
DNA serdo atraidas pelo magnetismo da estante, permitindo que toda a fase liquida

seja retirada sem perder a amostra.
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A fase liquida é descartada utilizando pipeta e as esferas sdo lavadas com
Etanol 70%, incubando o materia por 30 segundo e em seguida girando o microtubo
na estante magnética duas vezes para a lavagem completa do material. Em seguida
esperamos a atracdo de todas as esferas para a parede do microtubo voltada para a
estante magnética e repetimos a lavagem.

Ao término da segunda lavagem toda a fase liquida é descartada utilizando
pipeta e mantemos o tubo aberto na estante para o Etanol evaporar das beads por
aproximadamente 5 minutos. Apés a secagem das beads adicionamos tampédo Low
TE diretamente no pellet para eluicdo do DNA.

Em seguida essa solucdo é centrifugada rapidamente e posta novamente na
estante magnética, aderindo as beads sem DNA na parede do tubo e transferindo a
solucédo contendo DNA para um novo microtubo.

Apo6s a purificacdo precisamos selecionar os fragmentos com o tamanho
adequado para 0 sequenciamento, pois mesmo utilizando a fragmentacdo mecénica,
podemos originar fragmentos menores ou maiores.

Assim a selecdo dos fragmentos é realizada utilizando o gel de agarose E-
Gel® da Invitrogen. Este gel ja vem polimerizado em um cassett e possui pogos na
regido superior para adicdo das amostras e pocos centrais para recuperar a amostra
apos eletroforese, o tamanho da amostra é dado por um peso molecular aplicado no
menor poco do gel (figura 6). O processo de eletroforese ocorre em uma cuba propria
(E-Gel® [Base™ Power System), O processo de eletroforese ocorre em uma cuba
propria (E-Gel® iBase™ Power System), que possui transluminador para evidenciar
as bandas de DNA (figura 7).
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Figura 6 -Selecdo de fragmentos do tamanho adequado para a reacdo de
sequenciamento utilizando E-Gel®. Pocos 1, 2, 6 e 7 contendo amostras, 4° poco
contendo peso molecular. A amostra com o peso molecular correto € arrastado pela
trama do gel e fica acessivel nos pogos em regido central do gel. O peso das amostras
sdo identificados pelo peso molecular que corre junto as amostras

Figura 7 -Selecdo de fragmentos utilizando E-Gel. O primeiro quadro mostra a
aplicacdo das amostras no E-Gel® dentro da cuba de eletroforese propria, o0 segundo
quadro mostra a corrida de eletroforese sendo iniciada e o terceiro quadro mostra a
recuperacdo das amostras do tamanho especifico utilizando o transiluminador que
fica na cuba abaixo do gel

Apos a selecdo dos fragmentos é realizado o Preparo do Template, que
consiste em um PCR de emulsdo. Os fragmentos obtidos na Biblioteca sdo
novamente ligados a beads denominadas lon Sphere™, que serdo adicionadas em
uma solucdo com 6leo mineral. Esta solucdo heterogénea forma goticulas de 6leo no

meio aquoso, onde cada goticula contém uma lon Sphere™ com um Unico DNA e
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reagentes para a PCR, que amplificardo a sequéncia alvo inimeras vezes, permitindo
um sequenciamento de melhor qualidade.

Apo6s essa amplificacdo, o produto é injetado no chip, processo este que
requer muito cuidado para que ndo haja entrada de ar, o que acarreta na formacéo de
bolhas e consequentemente impedindo o preenchimento da regido onde a bolha se
encontra com o material a ser sequenciado. Para evitar esse problema, o material é
injetado com a ajuda de uma pipeta, rotacionando o regulador de volume
vagarosamente e injetando a solucdo contendo a Jlon Sphere™ mais DNA
amplificado.

O chip utilizado para o sequenciamento (Figura 8) contém pequenos pogos
onde uma unica lon Sphere™ com DNA é inserida, assim uma Unica sequéncia
sofreréd a reacdo de sequenciamento em cada poco, visto que o PCR de emulsdo visa
aumentar a quantidade de fragmentos de DNA de forma clonal em cada lon
Sphere™,

Nosso estudo utilizou o chip 314, que possui 1 milhdo de sensores, 0 que
permite sequenciar até dez megabases (10Mb), gerando dados suficientes para um

estudo de um genoma formado por doze mil pares de base (12Kb).

Figura 8 - Modelo de chip utilizado para sequenciamento na plataforma lon Torrent

O chip permite que o sequenciador detecte a mudanca de pH que ocorre no
pogco em que estdo presentes as beads com o material que serd sequenciado. Esta
alteracdo do pH é decorrente da liberacdo de um ion Hidrogénio durante o processo
de polimerizacdo da fita complementar, sendo entdo detectado pelo sensor de ions

presente no aparelho (figura 9).
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Para que essa deteccdo de pH gere uma informacdo correspondente a
sequéncia, cada base nitrogenada é injetada separadamente em solucéo liquida e apés
o0 tempo de reacdo da polimerizacdo ocorre uma lavagem, sendo injetada outra base
nitrogenada apos a lavagem. Caso haja repeticdo de uma mesma base nitrogenada na
sequéncia, o pH do meio ficard duas vezes mais acido, desta forma o software
consegue processar a acidificacdo local com o nucleotideo injetado, montando os
dados da sequéncia obtida.

dNTP

Camada de detecgao

Figura 9 - Esquema representando a forma de deteccdo da alteracdo de pH realizada
pela insercdo de um nucleotideo durante o processo de sequenciamento. Adaptado de
https://www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/applied_markets marketing/docu

ments/generaldocuments/cms_094273.pdf

4.8. Montagem das sequencias e Analise

O programa utilizado para as analises de montagem dos reads e
bioinformatica foi o CLC Workbench 6.1 que possui inumeras ferramentas para

realizar uma gama de analises com as informagdes geradas por sequenciamento de
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nova geragdo (NGS). Dentre elas utilizamos as seguintes: 1) Montagem do reads
contra referéncia; 2) Deteccdo de Variantes Baseada em Qualidade de Base e 3)
Deteccdo Probabilistica de Variantes.

Célculos como o de taxa de mutacdo e taxa de substituicdo ndo podem ser
realizados pelo programa, tendo sido portanto calculados com a ajuda do programa

Excel.

4.8.1. Trimagem dos reads

Assim que os dados sdo gerados pelo sequenciador é necessario realizar um
processo denominado Trimagem, que visa a retirada das sequéncias dos adaptadores
e barcodes utilizados para o sequenciamento e identificacdo das amostras. Para esse
procedimento utilizamos o software Torrent Browser, que realiza também a a
remogdo de sequéncias policlonais e de baixa qualidade, assim os dados filtrados
foram exportados em formato FastQ e analisados utilizando o programa CLC
Genomics Workbench 6.5.1.

48.2. ACS-46

Para a montagem do reads dos virus de cada passagem sequenciada foi
utilizado como referéncia 0 genoma completo do virus ACS-46 obtido a partir de
amplicon de Dengue gerado do plasma de paciente, com descrito no trabalho de
Romano et al.*

Essa montagem inicial foi realizada visando a deteccdo de mutacbes que
estivessem ocorrendo em quantidade tal que alterasse o consenso, assim,
contrastando com o virus original como referencia, isso seria facilmente observado.
Para isso utilizamos o0s seguintes parametros de qualidade: Mismatch — 1; Insertion —
2; Deletion — 2; Length Fraction — 0,8 e Similarity Fraction — 0,8.

ApOs obter o consenso através desse tipo de montagem, realizamos um
segundo mapeamento, com o objetivo de potencializar a deteccdo de mutaghes

intrapopulacionais, realizando montagens das sequéncias contra o consenso obtido
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com a montagem contra o consenso original do plasma (Figura 10). Para realizar esse

procedimento utilizamos 0s mesmo parametros da primeira montagem..

Seguencia referéncia - plasma
L]

Reads sequenciamento

Consenso sequenciamento

Reads sequenciamento

Consenso sequenciamento
e (nsenso intrapopulacional

Figura 10 - Método utilizado para a montagem do consenso. O consenso gerado na
primeira montagem serviu de modelo para a segunda montagem, objetivando a
analise de variantes intrapopulacéo.

Apos a obtencdo das montagens dos contigs foi realizada a deteccdo de
variantes, tanto pelo método de Qualidade de Bases quanto pelo Probabilistico,
dentro de cada passagem sequenciada

A diferenca entre esses dois métodos consiste no tipo de busca das variantes,
onde o primeiro é baseado no algoritmo Neighborhood Quality Standard (NQS), que
utiliza uma combinacdo de filtros de qualidade e limites especificados pelo usuario
para a cobertura e frequéncia das variantes. JA4 o segundo método utiliza uma
combinacdo de calculo Bayesiano e Maxima Verossimilhanca para calcular a
probabilidade do acontecimento da variante.

Os parametros na utilizagdo dessas duas ferramentas foram defaut do
programa. A Unica excecdo foi a opgdo de exclusdo de insercdo e delecdo (in/del)
pontual pelo método busca por qualidade. Este processo de excluséo € realizado pois
a plataforma lonTorrent pode gerar erros durante o sequenciamento em regides
homopoliméricas, inserindo ou deletando uma base nitrogenada durante o processo
de reconhecimento da amplificagdo para o sequenciamento.

Além da obtengdo das Variantes, os consensos foram alinhados entre eles
para observar as mutagfes fixadas nas populagdes (passagens celulares), ainda

utilizando ferramentas de alinhamento presentes no programa CLC.
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Com o numero de variantes obtidos, podemos calcular a taxa de mutagédo

dentro das populac¢des utilizando a seguinte formula:

N° de mutagoes

N° de nucleotideos
sequenciados

Para a obtencdo do numero de nucleotideos sequenciados multiplicou-se a

cobertura média pelo tamanho do fragmento sequenciado.

4.9. Teste de fitness viral

ApOs o0 aparecimento de mutacGes com provavel carater adaptativo na cepa
ACS-46, o que proporcionaria um aumento no fitness viral com relagdo a célula
hospedeira, consequentemente podendo levar a uma alteracdo de carater no efeito
citopatico ou na producdo de particulas virais, realizamos um experimento onde a
carga viral do virus sem mutacdo foi comparada com a carga viral do virus com
mutacgao apos sete dias de infecdo na célula para qual o virus foi adaptado.

Assim, para realizar esse experimento foram cultivadas células C6/36 em
placas para cultura celular de fundo chato com 24 pocos, onde cada pogo continha
2x10° células.

Ap0s 24 horas ao repique da célula em placa de cultura, foi inoculado 300ul
dos virus parental e mutado, com carga viral ja calculada de 10e5 copias/ml pela
reacdo de qPCR.

Para a infecgdo celular utilizamos o protocolo de infecgdo do item 4.3.1
modificado, onde apds o periodo de adsorcdo, o sobrenadante contendo virus foi
retirado por sucgdo com bomba de vacuo e em seguida colocando 1ml de meio de
cultura L-15 com 5% de SFB.

O sobrenadante dos pocos foi colhido ap6s sete dias e o material genético foi
extraido e amplificado por qPCR, com o objetivo de comparar entdo a carga viral

gerada na infecgdo pelo virus ndo mutado e pelo virus mutado.
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4.10. JHA1

Para a montagem do contig da cepa JHA foi usado como referéncia nossa
sequéncia de ACS-46 plasma, pois ambas sdo Dengue Sorotipo 2. Contudo,
pertencem a genotipos diferentes. Sendo assim, a sequéncia completa obtida pela
primeira montagem foi usada como referéncia para montar um segundo consenso
contra ela mesma, gerando assim uma sequéncia mais fidedigna.

O consenso JHA1 foi utilizado como referéncia para as montagens realizadas
com as sequéncias obtidas das passagens 23 e 29, bem como com o virus passado em
cérebro de camundongo.

As montagens dos contigs dessas populagdes foram realizadas da mesma

maneira descritas no item 4.8.1, bem como as detec¢Ges de variantes.

4.10.1. Reconstrucdo Filogenética e Distancia Partenogenética JHA

Devido a alta taxa de mortalidade em roedores, apds a obtencdo do consenso
completo da poliproteina da cepa JHA, decidimos realizar uma Reconstrucdo
Filogenética utilizando 142 sequéncias da regido de Envelope de Dengue sorotipo 2
presentes no Genbank. Para realizar esta reconstru¢do utilizamos o programa
Beast,v1.8, que usa inferéncia Bayesiana, utilizando como prior o modelo
Coalescente e com relégio molecular relaxado, gerando vinte milhdes de corridas®.

Para a sumarizacdo das arvores geradas utilizamos o programa TreeAnotator
v1.8 onde foram sumarizadas 2000 arvores amostradas das 20 milhdes geradas pelo
programa Beast, e visualizadas no Figtree.”

A seguir utilizamos o programa PAUP**! calcular a distancia genética da
cepa neurovirulenta em relacdo aos demais gendtipos de Dengue 2. Para essa etapa
utilizamos 62 sequencias da regido de envelope dos genotipos Americano,
Americano/Asiatico, Cosmopolita, Silvatico e das cepas Trin53 e JHA. A analise de
distancia foi feita par a par utilizando o método de Verossimilhangca com modelo
GTR+I+G, estimado no MODELTEST®,
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Para as analises de recombinagdo entre a cepa JHA e os demais virus
Americanos, utilizamos o programa SimPlot*®, utilizando um dataset com 85

sequéncia.
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5. RESULTADOS

5.1. Cultura Celular ACS-46

As culturas de C6/36 e HepG2 foram estabelecidas e padronizadas, obtendo

crescimento dentro do padrdo esperado para esses tipos de células.

5.1.1. C6/36

As infeccOes das culturas de C6/36 pelo DENV-2 ACS-46 foram realizadas
com sucesso, e um total de 24 passagens propostas pelo estudo foram feitas. Durante
as passagens seriadas, foi observado um aumento no efeito citopatico (ECP)
provocado pelo virus a partir da décima sexta passagem, onde foram notados
sincicios muito maiores e numerosos se comparado com os provocados pelo virus

parental (Figura 11).
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Figura 11 - Fotomicrografia da diferenca entre os efeitos citopaticos do virus
parental (A) e virus na 162 passagem (B) apds 5 dias de infeccéo.

Juntamente com o aumento do nimero de sincicios, houve aumento na carga
viral, refletida pela quantificacdo por gPCR, onde as passagens que apresentavam
essa caracteristica de ECP mais sincicial apresentavam em torno de 1 log de virus a

mais do que as passagens com efeito citopatico padréo.

5.1.2. HepG2

Foram realizadas passagens alternadas entre C6/36 e HepG2, obtendo ao final
virus de quatro passagens alternadas (4 x C6/36 e 4 x HepG2). Optamos por utilizar
como indculo para primeira passagem em célula HepG2 o sobrenadante da vigésima

passagem em células C6/36, assim poderiamos analisar além dos efeitos da passagem
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em sistemas taxonomicamente diferentes, o cardter adaptativo da mutacao
encontrada durante as passagens consecutivas nas células de mosquito.

Durante as passagens alternadas obtivemos no maximo um log de diferenca
entre a propagacao viral em HepG2 e C6/36, algo esperado devido a permissividade
para 0 virus ser menor nas células de mamifero do que na linhagem de larva de
mosquito.

Durante as passagens alternadas foi notada a formacdo de sincicios com a
mesma caracteristica das passagens iniciais em C6/36, sugerindo portanto, a perda da

adaptacdo a célula de mosquito.

5.2. RT-PCR

5.2.1. ACS-46 em C6/36

Durante 0 processos de passagens consecutivas, foram realizadas
amplificacdes do RNA viral por RT-PCR da décima sexta e vigésima passagens,
visando a amplificacdo do material para as reacfes de sequenciamento, através de
trés reacoes diferentes, onde cada uma amplificou um fragmento longo com tamanho
de aproximadamente 4 kb, que se sobrepde (figura 12).

A existéncia de bandas inespecificas, geralmente de tamanho menor que o
esperado, sdo interferentes para a reacdo de sequenciamento. Por isso, as bandas de
4kb de todas as passagens em células foram extraidas do gel e purificadas com kit
Wizard SV Gel and PCR Clean-up System da marca Promega.

O protocolo de purificagdo foi modificado, elevando o tempo de adsorcéo do
material retirado do gel nas colunas de silica, permitindo a captura de uma maior
quantidade de acido nucleico.

O material obtido da amplificacdo foi utilizado para o sequenciamento, onde
foram escolhidos para essa reacéo virus da 162 e da 20 passagens. 1sso porque na 162
passagem foi observado o inicio de efeitos citopaticos mais intensos conforme
descrito no item 5.1.1, que poderia ser um indicativo de adaptacdo do virus para a
célula de inseto. Com o objetivo de verificar se as possiveis variantes emergentes se

fixaram ou ndo, virus da 20? passagem tambem foram selecionados.
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Bandas com
aproximadamente 4Kb

Figura 12 - Eletroforese em gel de agarose do material proveniente da reagdo One
Step RT-PCR realizada em duplicata com primers Al, A2 e A3 do sobrenadante da
20?2 passagem. Legenda: PM — Peso Molecular, A1 — Produto obtido com o primeiro
par de primers, que abrange as regifes 28 a 4120, A2 - Produto obtido com o
segundo par de primers, que abrange as regides 3661 a 7749, A3 - Produto obtido
com o terceiro par de primers, que abrange as regides 6668 a 10644

5.2.2. ACS-46 em HepG2 - C6/36

Durante o processos de passagens alternadas foram realizadas RT-PCRs e
sequenciamento dos virus crescidos nas 4% e 6% passagens, uma vez que é
documentado na literatura o aparecimento de mutagdes mais rapidamente em células
de mamifero. Estas reacbes utilizaram o mesmo conjunto de primers e enzima
utilizados na etapa do crescimento somente em C6/36, obtendo igualmente produto
gendmico viral amplificado em trés fragmentos grandes de 4kb.

Assim como nas reacoes realizadas para as culturas em C6/36, as bandas de
4Kb de todas as passagens em células foram extraidas do gel e purificadas, devido o

aparecimento de bandas inespecificas.
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5.3. Andlise do Sequenciamento
53.1. C6/36

O sequenciamento da 162 passagem foi realizado obtendo uma boa cobertura
do genoma viral, com aproximadamente 3.000/base. Os reads gerados foram
filtrados utilizando o software Torrent Browser para a remoc¢do de sequéncias
policlonais e de baixa qualidade, e os dados filtrados foram exportados em formato
FastQ. Os reads obtidos apos a filtragem tiveram a regido de barcode trimada
(retirada da sequéncia) e analisados utilizando o programa CLC Genomics
Workbench 6.5.1, desenvolvido para uma gama de analises de sequencias e de

sequienciamento, incluindo o de nova geracao.
5.3.1.1. Analises Interpopulacionais

Ao obtermos o consenso atraves do mapeamento dos reads contra 0 consenso
do virus obtido pelo sequenciamento de plasma humano, constatamos uma dele¢édo
de seis nucleotideos na décima sexta passagem (Figura 13), levando a perda de dois

aminodacidos.

1N

ACS46_p0_ RGHGBRBGET GTHRGGTENTG BERBHGGHEN cBATGGHANG 1220
Acs46_P16_ BGHGBRBGET cTHGG) - - - - JORBHGGANE CBETGGHRNG 1314

L 100

| |
ACs46_p0_consensus CKRNMEGREN OPENEENTEN NTPHSCEERA NGNRTGRHGR 150
ACs46_P16_consensus CKENMEGKEN QPENEENTEN NTPHSCEEHA NG| -[TCRHGK 158

Figura 13 - Alinhamento das sequéncias de nucleotideos e residuos de aminoacidos
obtidas através das montagens no programa CLC Genomics Workbench 6.5.1, com
énfase na regido da perda dos nucleotideos. Em vermelho destaca-se a regido da
perda de seis nucleotideos (dois cddons) na 162 passagem

Essa delegdo foi observada também no consenso da vigésima passagem, em
porcentagem superior a 60%, levando a crer que ela foi fixada na populagdo

majoritaria do virus adaptado a células de inseto.
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A delecdo de seis bases nitrogenadas na regido 1296 do genoma da
poliproteina altera a estrutura do Envelope do virus, mais especificamente no sitio de
glicosilacdo 153 do Dominio | da glicoproteina do Envelope, ou seja, uma regido
onde ocorre a ligacdo da proteina com um aclcar, mais especificamente uma
manose, que esta correlacionada com a entrada do virus na célula hospedeira.

Além dessa delecdo do sitio de glicosilacdo, ndo foram observadas outras
alteracBes na sequéncia consenso do virus da 162 e 20? passagens em comparacao

entre si e com a referéncia do plasma humano

5.3.1.2. Anélises Intrapopulacionais

Apo6s a obtencdo dos consensos foram realizadas as andlises de variantes
presentes na 162 e 20% passagens. Estas analises foram realizadas comparando as
variantes presentes nos reads obtidos através do sequenciamento das passagens
utilizando como referéncia o consenso do préprio virus (obtido através da montagem
dos reads usando como referéncia o consenso do virus parental obtido em outro
projeto e ja publicado ).

Visando gerar uma maior fidelidade nos resultados de variabilidade,
utilizamos duas ferramentas de detecc¢éo de variantes presentes no programa CLC: a
deteccdo baseada em qualidade e a deteccdo probabilistica. O niimero de variantes
obtidas na analise baseada em qualidade foi muito grande, enquanto na probabilistica
foram detectadas apenas as variantes com maior probabilidade de serem reais.

Para as analises dos dados assumimos que as mutagGes validas seriam aquelas
com frequéncia igual ou superior a 1%, pois dentro da cobertura obtida para o
genoma, esse valor ndo faria com que houvesse perda de variantes verdadeiras e
tampouco incluiria variantes falsas por erros de amplificacdo ou de sequenciamento.

As tabelas contendo todos os dados brutos de deteccdo de variantes por
qualidade e probabilistico estdo disponiveis nos Anexos 3, 4 (detecgdo de variantes
pelos métodos probabilistico e qualidade da passagem 16 C6/36), 5 e 6 (deteccdo de
variantes pelos métodos probabilistico e qualidade da passagem 20 C6/36).

Do montante total das variantes obtidas nas populagbes de 162 e 202

passagens em comparagdo com o genoma do virus parental apresentaremos aqui as
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variantes que mantiveram uma correlacao temporal entre a 162 e 202 passagens. Estas

variantes estdo descritas na tabela 3.

Destas variantes, nove foram encontradas na regido codificadora para
poliproteina, sendo duas em Envelope (C206T, 456 _461delTAATGA), trés em NS
2B (T223C, C281T, A340C), uma em NS3 (G41A), duas em NS 4A (C166T,
C185T), euma em NS 4B (C477A), além de trés em regido 3’UTR (T134G, G137A,
A139G) alterando parte das populacGes presentes na 162 e 20? passagens em relacdo
ao virus parental.

Das variantes em poliproteina, 8 foram encontradas na 162 passagem, bem
como todas as trés em 3’URT, mas ao compararmos a 20" passagem em relacdo a
162 podemos constatar o ganho de mais uma variante em regido de poliproteina
(A340C) e a perda de duas das trés variantes de UTR (G137A, A139G).
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Tabela - 3 - Principais variantes intrapopulacionais em porcentagem presentes na
décima sexta e vigésima passagens

Posicdo Regido PP(%/S) (5)(102) |f(§/8) (5’(202) SINS Codon/Nt AA Polaridade
206 Env - 693 328 33238 NS Th  Teol o
+456  Env 7083 6036 5919 7868 - v o0 D213 APSSO
V223 NS2B 1436 1489 2335 2375 Ns L stsP O
w281 NS2B - 22 3571 3606 NS a0 T O
340 NS2B - - 1969 1988 NS  Ara 114l 40O
V4l NS3 1596 1636 2658 241 NS  oon  GLAE T30
166 NSAA - 423 - 611 NS ﬂI L56F ﬁEg
mlgs NS4A - 27 3594 3575 NS oon A6V ACO
477 NS4B 2459 2521 4535 4592 s = <<€ i i
59 2521 4535 45, CCA
mi34 U?;"R 1519 14,86 3472 3519 -  T/G - i
137 3. 3165302 - 1019 -  Gl/A i i
139 S 31653280 - 1038 -  AlG i i

Dados apresentados na tabela: Posicdo em relacdo a sequéncia da proteina viral,
regido da poliproteina, porcentagem da populacdo detectada pelo tipo de deteccdo de
variante (P16 P — populacdo da passagem 16 detectada pelo método probabilistico,
P16 Q — populacdo da passagem 16 detectada pelo método de qualidade, P20 P —
populacdo da passagem 20 detectada pelo método probabilistico e P20 Q -
populacdo da passagem 20 detectada pelo método de qualidade), tipo de mutacéo (S
— sindnima ou NS — ndo sinénima), nucleotideo ou codon alterado, residuos de
aminoécido (del — delecio) e polaridade dos residuos (PO — polar; APO — apolar, Ac
— 4cido). (m, Ve @) provaveis varidveis que se correlacionem; (#) deleciao de dois
codons.

Dentre as demais variantes na poliproteina, somente a C477A foi sinbnima, as
demais alteraram o aminoacido gerado pelo cddon (variantes ndo sindbnimas) e dentre
essas, 57% alteram a polaridade do aminoacido, fazendo com que a estrutura proteica

ou a afinidade por dgua (porcéo hidrofilica ou hidrofobica) pudesse sofrer alteracao.



46

Dissertacdo de Mestrado

Além disso, ao observarmos a frequéncia das variantes dentro de cada
populacdo, uma provavel correlacdo entre algumas variantes emergiu, devido a
correlacdo entre as porcentagens serem muito proxima entre essas variantes tanto na
décima sexta quanto na vigésima passagens. Na tabela, para efeitos de clareza, as
variantes correlacionadas e a delecdo de dois cddons foram marcadas usando

simbolos.

5.3.2. HepG2

Para a mapearmos 0s reads utilizamos inicialmente como referéncia o
consenso do indculo inicial das culturas em HepG2, que foi o virus obtido da
vigésima passagem em C6/36. Contudo as montagens desprezavam grande parte dos
reads obtidos durante o seqlienciamento. Assumindo que isso poderia estar
ocorrendo por perda/ganho de variantes, utilizamos como referéncia a sequéncia do

virus parental e conseguimos enfim, um mapeamento muito maior do reads obtidos.

5.3.2.1. Analises Interpopulacionais

Os consensos obtidos das culturas em HepG2 foram alinhados entre si e com
os obtidos das células de inseto, revelando que houve reversao da delecdo no sitio de
glicosilacdo em mais de 50% da populacdo sequenciada (Figura 14), alterando assim

0 consenso.

I

Acsai_pl BcEcCEEEcCET cTHccTEET: HEEEE:cEEE cEETccEEEG 1320

ACS46_P16 BcECEBEBGET cTHGcG----- -BEEEGCHEE cERTccHEEG 1314
ACS46_p20 BeHGCEBBCET cTHGo----- -BEEBCCEEE cERTccHEHEEG 1314

acs46_4p_Hep_vs_P0_ HGHGBBBCET cTHcGTEET: BEEBE:cCEEE cEETccEBE: 1320

acs46_gp_Hep_vs_P0 BCBcCBEBCET cTHccTEET: BEEEE:cEEE cEBETc:cEBEC 1220

Figura 14 - Parte do alinhamento das sequéncias obtidas de cada populacédo viral. A
figura retrata a regido onde houve reversdo da delecdo no sitio de glicosilacdo do
envelope.
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Apobs as montagens realizamos a deteccdo de variantes utilizando os mesmos
parametros e métodos para as analises dos virus obtidos das passagens em C6/36. Os
dados brutos da deteccéo estdo dispostos nos Anexos 7 (deteccdo de variantes pelos
métodos probabilistico e qualidade da passagem 4 HepG2), 8 e 9 (deteccdo de

variantes pelos métodos probabilistico e qualidade da passagem 6 HepG2)

5.3.2.2. Analises Intrapopulacionais

Para gerarmos as tabelas de variantes das populacdes de 42 e 62 passagem em
HepG2 utilizamos o mesmo critério aplicado as variantes obtidas nas passagens em
células de artropode, obtendo assim os dados da tabela 5.

Das variantes presentem em propor¢do maior que 50% nas populacgdes (1) da
quarta para sexta passagem, apenas uma € ndo sindnima (T967C), alterando o
residuo de aminoacido presente na proteina, porém nao alterando sua polaridade. Se
compararmos temporalmente as variantes obtidas em HepG2 com as obtidas em
C6/36, ha claramente uma maior quantidade de variantes fixadas em poucas
geracOes. Interessantemente, como ja demonstrado, houve a reversdo em 100% das
variantes deletada TAATGA.
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Tabela - 4 - Principais variantes intrapopulacionais em porcentagem presentes na
décima sexta e vigésima passagens

p4  p4  p6 b6

P(%) Q(%) P(%) Q(%) SINS Codon/Nt AA  Polaridade

Posicdo Regiédo

207 Caps - - 5616 5694 S ol i i
{967 Env 100 100 96 9726 NS  LIT  F43L 0
1932 Env - - 5918 5895 S ggé i i
4635 NS3 4159 411 413 4232 S ggg‘ i i
o1 N - o 1a94 1300 s 2L i i
7297 N§4 . . 1871 1861 S gg i i
7890 NS5 - - 1846 151 S ﬁﬁi i ]
+0543 NS5 5546 54,26 7946 7936 S gi‘g i ]
+10065 NS5 53,78 5424 7348 737 S gﬁi i ]
10347 S - - 1937 1923 S TC i i

Dados apresentados na tabela: Posicdo no genoma viral, regido da poliproteina,
porcentagem da populacdo detectada pelo tipo de deteccdo de variante (p4 P —
populacdo da passagem 4 detectada pelo método probabilistico, p4 Q — populacdo da
passagem 4 detectada pelo método de qualidade, p6 P — populacdo da passagem 6
detectada pelo método probabilistico e P6 Q — populacdo da passagem 6 detectada
pelo método de qualidade), tipo de mutagdo (S — sinbnima ou NS — ndo sinbnima),
nucleotideo ou codon alterado, residuos de aminoacido (AA) e polaridade dos
residuos (APO — apolar). () variantes que foram fixadas em um curto espago de
tempo.

Assim como nas passagens de C6/36, as variantes apareceram em grande
quantidade nas regifes que codificam proteinas ndo estruturais. Contudo, neste tipo
de célula, a grande maioria foi sindnima, ndo alterando residuo de aminoacido e

consequentemente mantendo a polaridade do mesmo.
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A figura abaixo (figura 15) esquematiza a localizacdo das mutacdes que
apareceram em mais de 50% da populagdo em uma passagem ou durante as
passagens tanto em células de mosquito e de humano na poliproteina do virus, onde a

maioria destas mutacGes sdo sinbnimas, com excecao das presentes no envelope.

297 - HepG2 4% - CGT>CGC - Sindnmma 10065 - HepG2 4% - CAG>CAA - Sindnima
5'UTR
967 - HepG26'% - TTT>CTT - FoL 9543 - HepG2 4*p - GAT>GAC - Sinfrema
/' NS2A NS4A \
 wa \ N m | T  magen |
C [MEE | NSI NS NS5 ,

& NS28 NS48 3 UTR
1206-1301 - CB/36 16" - TAATGAC> ND>

9852 - C6/36 16" - ACA>ACG - Sindnimn

Figura 15 - Esquema representando as muta¢des em mais de 50% da populacéo de
uma passagem durante as passagens em cultura celular no genoma do virus Dengue

tiPO 2 cepa ACS46. Imagem adaptade de Guzman, M. G. et al. Dengue: A continuing global threat. Nature Reviews
Microbiology 8, S7-S16 (2010). doi:10.1038/nrmicro2460

5.3.3. Teste de fitness viral

Apbs a extracdo do RNA dos sobrenadantes obtidos das culturas do
experimento de fitness viral, foi feita a sintese de cDNA e em seguida realizada a
qPCR para quantificar as cargas virais. As cargas virais obtidas das cepas apds os

sete dias de infeccdo estdo demonstradas na figura 16.
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Figura 16 - Resultado da qPCR feita em amostras obtidas de sobrenadante do
experimento de fitness viral. Curvas padrdo de 10e2 copias/ml (F), 10e3 copias/ml
(E), 10e4 copias/ml (D), 10e5 copias/ml (C), amostra ndo mutada (B) e amostra
mutada (A).

Através da figura, é possivel observar que a amostra mutada obteve curva de
amplificacdo que cruza o threshold entre 0 17° e 18° ciclo de amplificacdo, enquanto
a amostra ndo mutada obteve curva de amplificacdo que cruza o threshold entre 22° e
23° ciclo de amplificagdo, demonstrando que a carga viral da amostra mutada é maior
que a carga obtida na amostra ndo mutada.

Ao observarmos a quantificacdo de cdpias calculada pelo programa utilizado
para analise dos resultados, a populagdo mutada obteve uma carga de 1.42x10e7

copias/ml enquanto a populacdo ndo mutada teve uma carga de 4.81x10e5 cdpias/ml.

5.3.4. Taxa de Mutacéo

Embora nosso N seja extremamente pequeno, mais de uma populagdo viral
foi seqlienciada para cada modelo (C6/36 e HepG2). Assim, correndo o risco de
sermos imprecisos, decidimos estimar a taxa de mutacdo dos virus dentro das

populacdes, comparando-as ainda com dados obtidos anteriormente em plasma
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humano® e dados obtidos paralelamente em mosquito infectados (dados n#o
publicados) (Gréafico 1).

Taxa de Mutag¢ao
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Gréfico 1 - Taxa de mutacdo da cepa ACS-46 obtida de células de mosquito (C6/36),
células de humano (HepG2), mosquitos vivos e plasma de humano

Apos o célculo acima, realizamos a razdo entre as meédias das taxas
mutacionais para observarmos a possivel relacdo entre as taxas obtidas em mosquito
(C6/36 / Mosquito Vivo) e em humano (HepG2 / Plasma Humano), obtendo dessa
forma uma razéo igual a 2.

Além do célculo da razdo entre os sistemas proximos, também calculamos a
razao entre as taxas obtidas entre as culturas celulares (C6/36 / HepG2) e os sistemas

vivos (Mosquito Vivo / Plasma Humano), obtendo novamente uma razdo igual a 2.
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5.4. Adaptacéo da cepa JHAL

5.4.1. Atenuacéo — Passagens em C6/36

Conforme mencionado anteriormente, o JHAL é uma cepa de DENV?2,
genotipo Americano, que se mostrou ser neurovirulento em camundongos adultos
Balbc. Objetivando investigar quais os sitios na poliproteina que poderiam estar
conferindo ao virus essa capacidade, experimentos de atenuacdo foram iniciados. Ao
iniciar o processo de atenuacdo por passagem seriada em células de mosquito, foi
observado que de fato, o efeito citopatico causado por esse virus é mais intenso que 0

causado pelo ACS-46, formando grandes sincicios (Figura 17).

O

LY IQ: 7 X & > vl Sas ."' o e

i g e Cocn) ~ Qi 50 3

4 BRSO e D R ¢,
A Qgg ?’% ISTERGRIRGRE . T R

Figura 17 - Aumento no numero e tamanho dos sincicios. Comparagdo entre
infeccdo com cepa padrdo ACS-46 (A) e infecgdo com cepa JHA (B)

Ainda que esse virus levava as células a morte mais rapidamente que a cepa
ACS-46. Enquanto que 7 dias pds inoculacdo da cepa ACS-46 cerca de 60% das
células permaneciam aderidas, as culturas de JHAL tinham por volta de 30% de
células aderidas apos mesmo periodo.

Foram obtidas 29 passagens seriadas do virus com perfil neurovirulento em
células C6/36, onde os testes de neuroviruléncia realizados em grupos contendo 10
camundongos adultos macho imunocompetentes indicaram queda parcial no nimero
de 6bitos em camundongos adultos na vigésima terceira passagem (Grafico 2) e

perda total na vigésima nona passagem (Grafico 3).
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Gréfico 2 - Grafico de sobrevivéncia. O grafico indica o percentual de
sobreviventes apds a inoculacdo das cepas JHA parental (JHAL) e 23?2 passagem da
cepa JHA em C6/36 (JHAL p23). Os grupos de roedores Parental JHAL e JHAL p23
continham 10 roedores cada, inoculados com 100 Unidades Formadoras de placa
(PFU).

100 A
801

60 @ Parental JHA1 (100 PFU)
A C6/36 p.29 (100 PFU)

20,
0

Percentual de Sobrevivéncia

10 15 20 25
Dias pos Infeccio

on -

Gréfico 3 - Grafico de sobrevivéncia. Percentual de sobreviventes apds a
inoculacdo das cepas JHA parental (JHA1) e JHA atenuado em C6/36 (C6/36 p29).
Os grupos de roedores Parental JHAL e C6/36 p29 continham 10 roedores cada,

inoculados com 100 Unidades Formadoras de placa (PFU).
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5.4.2. Readaptacédo - Passagem em Roedor

A cepa obtida apos 29 passagens em C6/36 foi portanto considerada nao
neurovirulenta, e foi inoculada em cérebro de camundongo neonato. Isso objetivou
provocar adaptacdo nesse sistema, proporcionando o retorno da caracteristica de
neuroviruléncia.

Apo6s uma Unica passagem da cepa atenuada em cérebro de camundongos
neonatos houve o retorno do perfil neurovirulento do virus JHA1 para camundongos

adultos imunocompetentes (Gréafico 4).
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Gréfico 4 - Gréfico de sobrevivéncia. Percentual de sobrevivéncia de roedores
comparando as cepas JHAL parental, JHA C6/36 p.29 e JHA p.1 em cérebro de
roedor neonato. Os grupos de roedores Parental JHAL, C6/36 p29 e Cérebro pl
continham 10 roedores cada, inoculados com 100 Unidades Formadoras de placa
(PFU).

Todos os resultados de sobrevivéncia de roedores apds inoculacdo das cepas
de JHA foram obtidos através de experimentos realizados no Laboratério de
Desenvolvimento de Vacinas do Instituo de Ciéncias Biomédicas da Universidade de

Sao Paulo comandado pelo Professor Titular Luiz Carlos de Souza Ferreira.
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5.4.3. Sequenciamento cepa JHAL

Apos realizar os sequenciamentos com a mesma metodologia descrita nos
itens anteriores, foi feito o mapeamento dos reads contra a referencia bem como
montado o consenso da cepa JHAL parental. Para tanto, foi utilizado como base o
consenso da cepa ASC-46, visto que sdo do mesmo sorotipo de Dengue (DENV-2).

Os consensos da poliproteina obtidos dessas passagens foram alinhados e
com isso constatamos algumas mutacGes ndo sinbnimas nas passagens 23 e 29, sendo
elas C1304T, C1833T, T2044C, A2692C, A3025G, G7931A e CB8174T. Estas
mutagdes poderiam ou ndo ser relacionadas com a perda da neuroviruléncia. O
alinhamento do consenso da pl-neonato revelou que ndo houve recuperacao de sitios
candidatos a neurovirulencia presentes na cepa JHAL parental. Contudo outro sitio,
posicdo 113 da proteina NS4 B sofreu mutacgdo, substituindo uma Leucina por uma
Serina (L113S), mostrando-se uma mutagdo ndo sindnima, diferenciando-o da cepa
JHA p.29 e da JHAL parental (Figura 18)

780 1300 1.840 2.040

| |
HEEG ¥c HEAEE TEEEEATCEA HAE ATGEE
MHAparent HSES Tc AEATA TETEEATGEA HA ATGET
JHA_23 HEEE TG AEATA TETEEATCEA KA ATGET
JHa P29 HEEN TG AEATE TETEEATCEE HE ArcET

JHA 28 iC AACA TG ACATA TCTCCATGCA AA ATGCT

I [T TR [T
MCx 0 ACARA TCCCATCCA AR ATGeT

3.020 4. szu 6.160 7.060 7.500 7.940 8.180
1 | | |

| |
TG GEGHAR ll FGGGAEE Hc TEGAGA [THE TETTITITE BETETA GTEEEAEGGT |ECETTTE
MG GAGEAA BE TGGGEEG IG TAGAEN TH TETTITTTA [TGATTTE
TG GAGEGH ll TGGGAREG| TEGHAR TH ATrTTTITTA ETETcC ATEEEASGGT |TGATTITE
G GEGEGE BEE TGGGHHNG| IG TEGEAE [TE TTTTTITEAN ETETC ATEREANGGT |[TGATTTE

TG GAGCNA CC TGGGACG AG TAGAAA TC TTTTTTTA CTCTG ATCCCACGGT TGATTTC

[T 1T (T THIITA] 00RO G
TG CAGCaA CC TCGCACE  AG TAGAaA TCTITTTTsA COCTe  aTCCCACGCT — <CATTTC

Figura 18 - Alinhamento representando somente das regides contendo mutacdes nas
populagdes de baixa neuroviruléncia JHA 23, ndo neurovirulenta JHA P29 (G780A,
C1304T, C1833T, T2044C, A3025G, A4827G, G6165A , A7500G, G7931A e
C8174T) e neurovirulenta JHA 29 IC (T7067C) de JHA tendo como referéncia a
sequéncia do virus JHA parental.
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Além do alinhamento das sequencias consenso, realizamos as mesmas

analises para deteccdo de variantes intrapopulacionais presentes nas populacdes
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obtidas a partir das passagens do virus JHA em células de mosquito e em cérebro de
camundongo neonato. As diferencas nas populacdes presentes ao longo das
passagens pelos métodos Probabilistico e de Qualidade podem ser observadas

respectivamente nas tabelas 5 e 6.

Tabela - 5 - Populacbes detectadas em porcentagem nas passagens realizadas com a
cepa JHA em celulas C6/36 e cérebro de camundongo neonato pelo método
probabilistico de detecgdo de variantes

Posicio RegiAo Parental P23 P29 P29-IC S/ Codo AA Polari
%) (%) (%) (%) NS niNt dade

165 G'icolp\;"tema - 60 8312 87,74 S ﬁgi . .

464 Dé’r:'\‘/g:i)op('a” 4601 100 9943 100 NS KA Tissl :F(’)O

993 Dé’:\‘/"er:z)op('a” 50 100 9283 9683 NS %? i i

1204 ggglt%ogzne 3805 7143 9839 100 NS LIT Fao2L ﬁgg
367 NS1 . 53151438 - NS 'gg M123L Qig

700 NSL 4371 5556 783 100 NS Anl N2 O

402 N;itsgsiga 3455 75 9464 100 S ﬁgé . .

1737 NS3 3131 665 9586 100 S gna - i
%338 NS4-B 0 3016 3057 5404 Ns & Luss 0
27 NS5 2066 7053 9382 100 S gé i i

458 metﬁif;;}';‘]f:rase 3865 6093 9286 8288 NS sl SIS3N Eg

701 NS5 3024 6334 958 100 NS K0 T2uM O

Dados presentes na tabela: Posi¢cdo no genoma, regido da poliproteina, populagdes
estudadas, tipo de mutacao (S — sinénima; NS — ndo sinébnima), nucleotideo alterado,
residuos de aminoécido e polaridade dos residuos (PO — polar; APO — apolar; Ac —
acido). Populacdes estudadas, Parental (Parental), 23? passagem em C6/36 (P23), 292
passagem em C6/36 (P29) e cepa da 292 passagem em C3/36 inoculada em cérebro
de camundongo neonato (P29-1C). Variante marcada com (*) representa a Unica
presente em mais de 50% na cepa que apresentou neuroviruléncia apos passagem em
cérebro de camundongo neonato
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Tabela - 6 - Populagdes detectadas em porcentagem nas passagens realizadas com a
cepa JHA em células C6/36 e cérebro de camundongo neonato pelo método deteccao
de variantes por qualidade.

e » Parental P23 P29 P29-IC S/ Codon Polari
Posicdo  Regido (%) (%) (%) %) NS /Nt AA dade
Glicoprotei ACG
165 na M 513 - 83,13 87,74 S AGA - -
Dominio
ACT PO
464 1l 46,2 - 99,82 100 NS ATA T1551 APO
Envelope
Dominio
993 I 494 - 93 9839 s J¢C . i
TCT
Envelope
Dominio
de - TTT APO
1204 ancoragem 38,61 98,43 100 NS CTT F402L APO
Envelope
ATG M123 APO
367 NS1 - 59,75 18,58 - NS cTG L APO
AAT N234 PO
700 NS1 43,89 60 7842 100 NS GAT D Ac
NS3 serina ACA
402 protease 33,33 - 94 51 - S ACG - -
GAG
1737 NS4-A 31,88 67,01 95,95 - S GAA - -
TTA APO
* -
338 NS4-B 22 46,25 4552 66,46 NS TCA L113S PO
CTA
27 NS5 2949 70,41 93,82 100 S CTG - -
FtsJ-like
> AGT PO
458  metiltransf 35,9 5992 9295 83,69 NS AAT S153N PO
erase
701 NS5 39,87 64,29 9574 100 NS ACG  T234 PO

ATG M APO
Dados presentes na tabela: Posi¢cdo no genoma, regido da poliproteina, populagdes
estudadas, tipo de mutacao (S — sinénima; NS — ndo sinénima), nucleotideo alterado,
residuos de aminoéacido e polaridade dos residuos (PO — polar; APO — apolar; Ac —
acido). Populacdes estudadas, Parental (Parental), 23? passagem em C6/36 (P23), 292
passagem em C6/36 (P29) e cepa da 292 passagem em C3/36 inoculada em cérebro
de camundongo neonato (P29-1C). Variante marcada com (*) representa a Unica
presente em mais de 50% na cepa que apresentou neuroviruléncia apos passagem em
cérebro de camundongo neonato
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Nas tabelas acima, encontram-se as porcentagens de variantes na posi¢do 338
(*) na populagdo neurovirulenta JHA 29 IC bem como nas demais. Ela representa
uma substituicdo sinbnima (na proteina NS4-B, do aminoacido Leucina para Serina)
que foi observada na poliproteina do virus da P29 IC, e que, embora presente ja nas

demais, ndo era como majoritaria.

5.4.4. Reconstrucao Filogenética

Além da deteccdo de variantes feita para o estudo de atenuacdo de
neuroviruléncia desta cepa, decidimos fazer uma analise um pouco mais aprofundada
sobre 0 genoma deste virus, pois sabiamos somente que a cepa pertencia ao genotipo
Americano devido a um sequenciamento da regido de envelope feito em estudo
anterior. %

Realizamos entdo uma reconstrucdo filogenética para compard-lo com o0s
demais virus da dengue sorotipo 2, confirmando o genétipo da cepa JHA como
Americano. Contudo, a cepa de maior similaridade com o JHA1 chamou atengdo. A
cepa Trin53 isolada em Trindad Tobago em 1953 que aparece em vermelho na
arvore da Figura 19 possui alta similaridade com o JHA e é também uma cepa

neurovirulenta.
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Figura 19 - Arvore de maxima credibilidade (MCC) reconstruida pelo método
bayesiano com sequencias do gene do envelope dos gendtipos presentes dentro do
sorotipo 2 do virus da Dengue. As cores dos ramos representam os diferentes
genotipos — vide legenda a esquerda. Os valores numeéricos nos principais nos
correspondem ao suporte dos ramos

A cepa Trindad53 também possui caracteristica de neuroviruléncia em
camundongos e foi isolada em 1953 em Trinidade Tobago de um paciente com
Dengue Com Sinais de Alerta/Dengue Hemorragica. Contudo ha apenas o registro da
sequencia da regido do Envelope do virus no GenBank. **

Ainda, de acordo com a arvore de envelope, o ramo onde estdo presentes as
cepas neurovirulentas JHA1 e Trin53 é mais distante das demais sequéncias do
gendtipo Americano amostrados mais recentemente. Buscando um maior
entendimento da distancia genética desses virus em relacdo aos demais, decidimos
observar a distancia entre o JHAL e os demais gendtipos de Dengue 2, representados

no Grafico 5.
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Gréfico 5 - Distancia genética entre as sequéncias da Regido de Envelope do JHA e
outros genotipos de Dengue 2.

As cepas JHA e Trin53 (representadas em azul) divergem cerca de 6% das
demais sequéncias do genotipo Americano (pontos vermelhos, com divergéncia
média entre si de 2.5%). Contudo, a diferenca do genétipo Americano para o
Cosmopolita e Americano/Asiatico é de 10%. Isso comprova que de fato ha maior
distancia entre o JHA e os demais do gendtipo Americano, mas ainda € menor do que
a distancia esperada para sequencias de genotipos distintos. Sabendo que isso poderia
indicar que o JHA (bem como o Trin53) sdo virus recombinantes, fizemos uma
analise de recombinacéo utilizando agora o genoma completo do JHA e referencias
de todos os demais genotipos, mostrando que ndo ha evidéncia alguma que indique

possiveis eventos de recombinacao entre esse virus.
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo o estudo da evolugdo de duas cepas
de Dengue Sorotipo 2, uma ndo neurovirulenta (ACS-46) e outra neurovirulenta

(JHA1), em diferentes sistemas de cultivo.

ACS-46:

As anédlises da cepa ACS-46 indicam a fixagdo de uma delecdo de dois
cddons seguidos no genoma da regido de Dominio | da proteina do Envelope,
levando a uma delecdo de dois aminoacidos nas regides 152 e 153 (152_153delGN)
do envelope durante passagem em células de mosquito.

O sitio 153 esta relacionado com a adesdo do virus a receptores da célula
alvo, e tem sido alvo de pesquisas para terapias antivirais visando o bloqueio da
entrada do virus a célula hospedeira. %

Em trabalhos publicados entre os anos de 2010 e 2013 foi demonstrado que
mutagdes nos sitios de glicosilagdo N-67 e N-153 do envelope inviabilizam a
montagem de novas particulas e entrada do virus em células de mamifero
respectivamente, impedindo assim sua replicacdo.'® Um estudo realizado em 2012
demonstrou a auséncia de acucar ligado ao sitio N153 do envelope de virus da
Dengue sorotipo 2 proveniente de Aedes albopictus, o que leva a crer que a
glicosilacdo dessa regido pode ndo ser crucial para a entrada do virus em
mosquitos.’®

Baseado nessas evidéncias, podemos sugerir que a delecdo
(456_461delITAATGA) gerada pelas multiplas passagens possa ter um carater
adaptativo, visto que hd uma melhora na capacidade de fusdo viral nas células de
mosquito observado através do aumento no efeito citopatico. Além disso, 0 aumento
da frequéncia dessa nova populacdo entre as passagens 16 e 20 sugerem que a
mesma foi positivamente selecionada nesse sistema. Ainda, a capacidade de diminuir
ou anular a entrada do virus em células de mamiferos, e o fato de que em apenas

duas passagens alternadas em células de humano e mosquito a mutagdo desapareceu
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completamente da populagéo viral, reforcam a hipétese de que esta era de fato uma
adaptacdo a células de inseto.

Esse desaparecimento da populacdo mutada reforca outra hip6tese que
geramos durante tentativas de realizar passagens consecutivas em células de
mamiferos que tinhamos como meta. Realizamos algumas tentativas de passagens
consecutivas em Vero, HUH7 HepG2, todavia, apds realizar a quantificacdo do
sobrenadante constatamos uma queda drastica na quantidade de RNA viral, variando
de dois a trés logs, chegando ao ponto de zera-la apds trés passagens e inviabilizando
assim a inoculacdo de uma nova cultura visando a propagacao viral, sendo descartada
a proposta de infeccdo consecutiva em célula de mamifero.

Visando a perda/ganho de mutacGes adaptativas mais rapidamente, utilizamos
como inoculo a 202 passagem em célula de mosquito, 0 que provavelmente causou a
dificuldade em realizar as passagens seriadas, pois como foi comprovado nas
passagens alternadas, as mutacGes com carater adaptativo possuem perfil deletério
em células de mamifero, levando a uma queda dréstica da populacéo, inviabilizando
as passagens consecutivas.

Corroborando com os resultados de alteracdes de perfil citopatico, analise
temporal dos dados de sequenciamento e o desaparecimento da populacdo mutada
em poucas passagens em células de humano, temos os resultados obtidos no
experimento de fitness, onde comparamos as cargas virais obtidas das cepas nao
mutada e mutada em células de mosquito (C6/36).

Neste experimento a cepa mutada de ACS-46 obteve uma carga viral muito
maior do que a cepa ndo mutada, indicando uma melhora no fitness viral para as
celulas C6/36. Isto reforca a propriedade adaptativa da delecdo, pois sabemos que
uma melhora no processo replicativo em determinado sistema, ou até mesmo em
sistemas correlatos, como visto na adaptagdo do Chikungunya para o Aedes
albopictus ®, determina uma caracteristica positiva a mutacao.

As passagens em células de mosquito geraram outras variantes além da
delecdo de dois cddons no envelope (C206T, T223C, C281T, A4340C, G41A,
C166T, C185T, C477A), destas variantes apenas a C477A ¢é sindnima, ndo alterando
0 residuo de aminoacido na proteica da poliproteina. As demais variantes alteram

residuos de aminoacido das proteinas ndo estruturais (NS) do virus. Tais proteinas
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sdo relacionadas a replicacdo viral, tendo agdo direta ou indireta com o0 genoma,
gerando resisténcia a determinadas citocinas humanas ou alterando conformidade do
reticulo endoplasmatico da célula para facilitar a formacao do sitio replicativo. 2°%

Das alteracGes geradas na poliproteina, 57% estdo relacionadas a alteracdo de
polaridade do residuo do aminoacido que serd inserido naquela posigdo, uma
alteracdo na polaridade de determinada regido na proteina pode gerar alteracdes de
estrutura terciaria, alterando drasticamente o funcionamento da proteina. ***

Algumas destas variantes parecem estar correlacionadas entre si devido as
porcentagens muito proximas na populacdo. Aparentemente, juntamente com o
aparecimento da variante A340C em algum momento apds a 16% passagem, as
variantes C281T e C185T tiveram um aumento muito grande, de 2% para 30%,
quando comparadas entre a 162 e 202 passagens. Essas alteracGes ocorreram
respectivamente nas regides codificantes das proteinas NS2B, NS3 e NS4A, que sédo
proteinas responsaveis pela quebra da poliproteina (NS2B-NS3) e pela alteracdo do
Reticulo Endoplasmatico da célula hospedeira, facilitando a replicagdo viral (NS4A).
25,29,35-37

Este aumento pode estar correlacionado diretamente com a acdo da variante
A340C, que pode ter gerado sozinha uma melhora na capacidade de replicacdo da
populacdo que a tivesse, levando ao aumento da carga viral, fazendo com que as
demais variantes presentes nessa populacdo aumentem por carona (deriva genética)
ou por agir nos processos replicativos de outros virions, aumentando assim outras
populagdes, Ainda, € possivel que essa variacdo seja Gtima em conjunto com as
demais variantes em sua propria populacdo, aumentando suas funcBes durante a
replicacdo, 0 que garantiria um aumento na populacdo que possuisse esse conjunto de
variantes. Contudo, seriam necessarios ensaios com clones infecciosos para
comprovar tais suposi¢des, como os utilizados nos estudos de avaliacdo de mutagoes
no envelope. 192104

A acdo de mutagdes adaptativas j& foi vista em outro arbovirus na natureza,
mais especificamente no Virus da Chikungunya, que sofreu uma mutacdo em um
Unico aminoacido nas cepas asiaticas, levando a um aumento na sua capacidade de

infectar Aedes albopictus, porém diminuindo drasticamente sua capacidade de
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infectar Aedes aegypti, o que favoreceu sua propagac¢do, pois a populacdo A.
albopictus é grande na Asia. %%

Ao analisarmos as variantes obtidas na passagem alternada entre HepG2 e
C6/36, apenas uma é ndo sindnima, presente em regido de envelope (T967), mais
especificamente na regido 43 da proteina, onde é observada a alteracdo de
Fenilalanina por Leucina (F43L). Esta alteracdo ja foi descrita em uma cepa de
Dengue sorotipo 2 presente na epidemia de Dengue Hemorragica de 1981 em
Cuba.'®

Estas analises de variantes mostram um perfil populacional completamente
diferente observado nas passagens seriadas em células de mosquito, onde todas as
variantes geradas em cultura de mosquito foram perdidas em poucas passagens
alternadas. Essa alteracdo abrupta pode ocorrer por processos distintos, como efeito
gargalo pelos processos de passagem celular ou selecdo purificadora, devido o
aparecimento de populacdes deletérias para células de mamifero.

Ao analisarmos todas as variantes presentes em mais de 50% da populagédo
observamos trés mutacbes em regido estrutural, sendo duas em Envelope (ndo
sindnimas) e uma em Capsideo (sinbnima), e trés em regido ndo estrutural, todas em
NS5 (sinbnimas). As proteinas ndo estruturais estdo relacionadas a replicacéo viral,
onde a proteina NS5 desempenha a funcdo de RNA polimerase, sendo assim a mais
conservada dentro do genoma viral 1% o que explicaria a presenca apenas de mutagéo
sindnimas.

Segundo Lauring e colaboradores®® a baixa fidelidade durante o processo
replicativo dos virus de RNA tem um custo muito grande, pois grande parte das
variantes geradas por tais erros diminuem o fitness viral. Esse resultado seria
derivado de uma quantidade muito grande de mutac¢des ndo sinbnimas, 0 que por sua
vez faria com que houvesse uma selecdo extremamente purificadora.

Ainda, de acordo com um estudo que analisou mutacdes descritas em isolados
selvagens, populagdes de laboratorio, clones de laboratorio e mutagdes geradas
randomicamente em clone infeccioso do Virus da Estomatite Vesicular (VSV), ha

perda de no minimo 40% da populacdo por mutacdes deletérias.*®’
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Infelizmente ndo podemos calcular a porcentagem de mutagdes deletérias ou
que diminuam o fitness viral, pois precisariamos de estudos com clones infecciosos
para poder analisar o perfil de cada mutacgéo.

Ao observarmos os dados antes de filtrar as variantes in/del, percebemos que
as passagens em células de mosquito tiveram um numero grande de mutagdes que
alteram a fase de leitura, ja nos virus obtidos em células de humano ndo havia uma
grande quantidade desse tipo de mutacdo. Esse carater mutacional talvez esteja
relacionado com a maior permissividade da linhagem celular C6/36 para arbovirus
do que células de mamifero, permissividade essa dada talvez por uma menor
complexidade de sistemas de defesa celular, ou até mesmo pela origem dos
Flavivirus, que foi comprovado serem virus originalmente de mosquito.***% Porém
em nossas analises as mutacdes in/del ndo foram consideradas devido aos erros
sabidamente gerados pela plataforma escolhida para realizar o sequenciamento.

Contudo, se observarmos o perfil das mutacdes em mosquito e célula de
humano alternada conseguimos notar que a grande maioria das mutacdes que
prevaleceram temporalmente entre as passagens 16 e 20 em células de mosquito
foram ndo sinbnimas e ocorreram em regiGes codificantes para proteinas nao
estruturais, que sdo cruciais para a replicagdo do virus. Ja nas passagens 4 e 6 das
culturas alternadas de células de humano e células de inseto, grande parte das
mutacdes que ocorreram em proteinas nao estruturais foram sinénimas, o que poderia
indicar também a maior permissividade das células de artropode.

Um fator que também pode influenciar a observagdo das mutacdes sindbnimas
€ MOI utilizado para as infec¢gdes. Em nossos experimentos usamos um MOI igual a
1, o que pode ser considerado alto para experimentos evolutivos. Com esse MOI,
geramos uma populacdo maior, obtendo uma maior variabilidade e
consequentemente diminuindo o efeito gargalo.

Ao observarmos as taxas de mutacao das popula¢des obtidas tanto nas células
de mosquito quanto nas células de humano, constatamos uma concordancia com o
descrito na literatura, onde Arbovirus possuem uma taxa entre 1e-3 e 1e-5 erros por
nucleotideo por replicacdo.”® Quando relacionamos as taxas obtidas em células de
mosquito com a obtidas em células de humano é possivel notar que as taxas em

células humanas é aproximadamente 0,5 log mais baixo que as obtidas em células de
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mosquito e essa relacdo também é vista nas taxas calculadas diretamente a partir de
virus obtidos dos hospedeiros. Além dessa relacdo, ao observarmos o grafico de
taxas mutacionais suspeitamos que havia uma relacdo entre as taxas obtidas em
culturas com as obtidas em hospedeiros e vetores vivos. Desta maneira calculamos a
razao entre as taxas em hospedeiros e em células, obtendo razdes idénticas, o que
sugere proporcionalidade entre as taxas.

Esta comparacdo entre taxas obtidas em culturas celulares e hospedeiros
vivos é algo intrigante e sugere um possivel relaxamento para a ocorréncia de
mutacdes em virus de mosquitos do que em humanos, tendo uma relacdo de
aproximadamente meio log de diferenga. Outro ponto a ser ressaltado sdo as taxas
obtidas em cultura celular serem mais altas que as obtidas em hospedeiros vivos, isso
provavelmente devido as barreiras teciduais e sistema imune presente nos seres
vivos, 0 que levaria a uma pressdo seletiva levemente maior, fazendo com que o
namero de mutagdes observadas fosse menor.

Sebastian e colaboradores *°

confirmaram a pressdo decorrente do efeito
gargalo exercida pelo intestino de mosquitos ao observarem a populacéo viral em
mosquitos que realizaram repasto de sangue com virus da Dengue com mutacGes
neutras. Segundo o autor, por serem variantes neutras a selecdo positiva e negativa
ndo teriam um grande efeito sobre elas. Tendo esse pressuposto como partida, a
populacdo obtida apds o repasto deveria ser parcialmente idéntica a populacdo
ingurgitada, contudo houve uma grande reducdo da populacédo inicial em amostras
obtidas do intestino médio do mosquito. Desta maneira o autor sugere que o efeito
gargalo imposto pelo repasto e pelo intestino faz com que a populagdes sofra reducgao
dréstica podendo favorecer variantes que estavam presentem em menor concentracdo
na populacgéo inicial, pois diminuiria a disputa entre essas popula¢des no intestino do
mosquito.

Além do estudo com mosquitos, em um trabalho utilizando quantificacdo de
antigenos através de citometria de fluxo comparando infeccdo em células de
mosquito contra células de mamifero, foi observada maior quantidade de antigeno
em membrana celular e intracitoplasmatico em células de mosquito, sugerindo que
ha melhor replicacdo viral em células de mosquito, acarretando em um maior nimero

de cdpias e consequentemente maior chance de mutagdo.***
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Contudo, nossos resultados sobre as taxas mutacionais possuem um fator
limitante, o N amostral é pequeno, possuindo apenas duplicatas de cada amostra, o
que ndo gera portanto, uma fidedignidade alta. Para creditar nossas afirmacdes sobre
taxas mutacionais seria necessario realizar mais passagens, sequenciando-as e

obtendo um N amostral maior.

JHA:

Das cepas existentes de Virus da Dengue que possuem genoma completo
sequenciado, a melhor para compararmos com a JHA é a cepa Nova Guiné C
(NGC), pois ambas sdo pertencentes ao sorotipo 2 e apresentam neuroviruléncia em
camundongos adultos imunocompetentes.

Foram descritos dois sitios mutados na proteina do Envelope correlacionados
com a caracteristica de neuroviruléncia na cepa NGC: E71D e E126K. Essas
alteracdes no envelope foram testadas em ensaios com clones infecciosos em Virus
da Dengue sorotipo 2 e em Virus quimérico Dengue sorotipo 4 com envelope
Dengue Sorotipo 2 modificado E126K. 213

Ao obtermos a sequéncia completa da poliproteina da cepa JHA parental,
comparamos a sequéncia proteica do envelope com a cepa NGC, e esses dois sitios
estavam presentes (D71 e K126). Contudo ao compararmos as cepas de baixa
neuroviruléncia e sem neuroviruléncia, esses sitios ndo foram alterados.

Outro sitio descrito em NGC predito para neuroviruléncia é o Env402, onde a
presenca de Leucina nessa posi¢do é associada a neuroviruléncia, porém durante o
processo de atenuacdo do perfil neurovirulento, houve mudanca de Fenilalanina para
Leucina, mas quando observarmos a cepa que recuperou a viruléncia (P29-IC) este
sitio ndo foi alterado.

Esses resultados sugerem que estes sitios ndo somente nao parecem ser
essenciais para a presenca de neuroviruléncia, mas também chama atengao o fato de
que nos trabalhos mencionados, a Leucina esta relacionada ao carater agressivo do
virus, e ndo a fenilalanina, como observamos aqui. E possivel que por questdes

estruturais, ja que esse virus possui diversas outras alteraces ao longo do envelope e
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de outros genes, 0 mecanismo de neuroinvasdo em camundongos Balb/C seja
ligeiramente distinto.

Além disso, os resultados sugerem que o sitio E402 pode ndo ser o Unico relacionado
a esta caracteristica em nosso virus, provavelmente pelas diferencas de genotipo, pois
a cepa JHA é Americana e a cepa NGC e Asiatica.

Ao observarmos a cepa que recuperou a capacidade de neuroviruléncia
(P29 _IC) a Unica alteracdo no consenso do virus em relacdo a cepa nao virulenta esta
presente na regido NS4b (L113S). As proteinas ndo estruturais (NS) estdo
relacionadas a replicacdo viral e uma mutacdo em alguma dessas proteinas pode
levar a um aumento na replicacdo, podendo gerar um carater mais virulento.

A auséncia da reversdo das mutacOes da cepa ndo virulenta durante o
processo de recuperacdo de neuroviruléncia sugere a ndo existéncia de um ou dois
sitios determinantes para tal caracteristica. Mais ainda, essa caracteristica pode ser
varidvel pelas variagdes de sorotipo ou gendtipo estudado, gerando sempre sitios
novos que ndo podem ser preditos como determinantes de neuroviruléncia de
maneira generalizada, a todos os virus da Dengue.

Um ponto negativo a ser destacado em nosso estudo de neuroviruléncia foi a
analise apenas da sequéncia de poliproteina o que pode levantar outra possibilidade
para a determinacdo da caracteristica neurovirulenta. As regifes de UTR podem
apresentar sitios que quando mutados, apresentem certo impacto no carater de
neuroviruléncia, contudo nossos primers ancoram nestas regides, inviabilizando a
analise total das mesmas. Além disso, a plataforma utilizada para realizar o
sequenciamento gera muito erro de insercdo e delecdo e tivemos muitos eventos
desse tipo nas UTRs, inviabilizando sua analise. Assim, para garantir uma analise fiel
—mesmo que ndo do genoma completo- optamos por analisar somente a poliproteina.

Existe ainda uma terceira possibilidade, que seria a agdo complementar entre
as populacdes intra-hospedeiro durante o processo de replicacdo viral, levando a um
carater mais virulento. Esta possibilidade é vidvel pois como pode ser visto nas
tabelas de variantes, os sitios que mudaram o consenso na populacdo que recuperou a
viruléncia (ex. L113S) ja estava presente nas populacBes anteriores em quantidades

menores (30,16%) que na populacdo P29-IC virulenta (66,46%).
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Desta maneira podemos supor que talvez sitios responsaveis por um determinado
fendtipo ndo necessariamente estejam presentes em 100% da populacgdo viral. Mas,
desde que existam variantes intra-hospedeiro capazes de conferir um dado fendtipo,
este podera ser observado mesmo que ndo seja decorrente de uma variante presente
em 100% da populacdo. Esta hipotese pode ser reforcada com os achados em

1% onde um

amostras de dengue provenientes do surto de Myamar de 200
stopcodon presente na poliproteina difundiu-se na populacdo, tendo sido inclusive
detectado em epidemias futuras, muito provavelmente através de complementacao

por coinfeccdo de células hospedeiras com virus funcionais.

Analises filogenéticas

Os resultados obtidos pela reconstrucao filogenética e distancia génica foram
intrigantes. O gendtipo de nossa cepa ja havia sido descrito como American
utilizando apenas a sequéncia parcial de envelope®®, o que foi confirmado em nossas
analises. Contudo, foi surpreendente observar o virus que nossa cepa agrupou como
sendo o de menor distancia filogenética na analise, a cepa Trin53, que também
possui caracteristica neurovirulenta. Infelizmente a cepa Trin53 possui cadastrado no
GenBank apenas a regido de Envelope, impossibilitando estudos mais profundos a
respeito dessa alta similaridade.

O ramo onde temos as cepas JHA e Trin53 apresentou-se mais distante dos
gendtipos Americanos atuais, indicando uma divergéncia consideravel entre esses
grupos. Para sabermos o quéo divergente de fato esses grupos eram, calculamos a
distancia genética entre JHA, Trin53 e demais gendtipos de Dengue 2. Os resultados
indicam uma divergéncia de aproximadamente 6% em relacdo ao genotipo
Americano atual. Essa divergéncia é grande, porém ndo suficiente para classifica-los
coOmMo um novo gendtipo, pois a divergéncia entre os genétipos Americano e 0s

demais genotipos Americano/Asiatico e Cosmopolita fica em torno de 10%
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7. CONCLUSAO

O virus da DENV2 genotipo Americano/Asiatico, aqui representado pela
cepa ACS-46, ndo sofreu alteracdo fenotipica antes da 162 passagem em células de
inseto, indicando que poucas passagens em células de inseto ndo sdo suficientes para
selecionar mutantes importantes.

A delecdo de dois codons (456 _461delTAATGA) fixada na cepa ACS-46
observada ap6s a 162 passagem possui perfil adaptativo devido as alteracdes
observadas, como: aumento do tamanho dos sincicios em cultura de C6/36, aumento
da carga viral gerada em cultura de células, e perda de infectividade em células de
mamifero.

O carater adaptativo das demais variantes, bem como se ha relacdo entre a
presenca de duas ou mais variantes e o aumento no fitness viral ndo podem ser
respondidos com o0s experimentos realizados neste estudo, sendo necessarios estudos
mais profundos para podermos confirmar esse carater.

As taxas mutacionais obtidas em cultura de células de mamifero e artrépode
aparentemente possuem correlacdo com as infeccdes geradas em hospedeiros
vertebrados e invertebrados.

Existe uma permissividade maior nas células de mosquito quando
comparadas as células de mamifero, observado através do perfil mutacional das
populacdes obtidas durante as passagens celulares. As taxas mutacionais, onde as
células de mosquito obtiveram uma taxa mutacional maior que a das células de
mamifero, parecem corroborar esta hipotese.

Quanto a cepa JHA fica claro que ele é um virus divergente dos demais virus
de gendtipo Americanos, ja que possui distancia genética media acima dos demais
representantes desse gendtipo. Contudo por ndo possuirmos a sequéncia completa da
cepa Trindad53 ndo podemos afirmar se sdo 0 mesmo virus amostrados em tempos
distintos, ou se 0 que observamos no gene de envelope é produto de evolucédo
convergente.

O perfil neurovirulento do JHA néo foi decisivamente correlacionado com

nenhuma variante presente na poliproteina no decorrer do estudo, mas pode estar
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associado a populagdes virais atuando em conjunto durante a infec¢do no roedor ou a

regido de UTR do virus, que ndo foi amplificada neste estudo.
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Anexo 1 — Projetos Paralelos

Este projeto de mestrado faz parte de um projeto maior, que além do estudo
do fitness viral em culturas celulares, também objetiva realizar infeccdes em Aedes e
0s virus extraidos destes mosquitos sdo analisados. Para tal estudo, em conjunto com
0 Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP,

criamos um alimentador artificial para mosquitos de baixo custo descrito em:

Costa-da-Silva AL, Navarrete FR, Salvador FS, Karina-Costa M, loshino RS, et al.
(2013) Glytube: A Conical Tube and Parafilm M-Based Method as a Simplified
Device to Artificially Blood-Feed the Dengue Vector Mosquito, Aedes aegypti. PL0S
ONE 8(1): €53816. doi:10.1371/journal.pone.0053816
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Abstract

Aedes oegypti, the main vector of dengue virus, requires a blood meal to produce eggs. Although live animals are still the
main blood source for laboratory colonies, many artificial feeders are available. These feeders are alio the best method for
experimental oral infection of Ae. aegypti with Dengue viruses. However, most of them are expensive or laborous to
construct. Based on principle of Rutledge-type feeder, a | conical tube, glycerol and Parafilm-M were used to
develop a simple in-house feeder device. The blood feeding eff of this was d to a live blood

antificial
hMmMMMMMMm&MWmemhMMM
aegypti.

Citation: Costa-daSiva AL Navarete FR, Suvador 1S, Karina-Costa M, loshino RS, et al [2013) Glytube: A Conical Tubw and Parafim M-Sused Method a5
2 Simpiified Device 1o Arificialy Biood-Feed the Dengue Vecior Mosquito, Andvs Gegypeci. PLaS ONE S(1): ¢53816. 6ok10.1171/jourmal pone.005 3616

Editor: Pedro Lagertiand Olfveira, Universidace Fedural do Rio de Janeko, Brazi

Recoived Ociaber 14, 1012 Accepted December 3, 2012 Published January 14, 2013

womlm.‘.(m-nm Gisriused under the terma of e Creative Commans AButon License, mhach permits
i any medium, provided the criginal Jthor and Souwce are Credited.

MN““WD’MMFM‘M!M“M&S&'& uomumvmsu # 00WSI6ITLO) - www
Tapwio br, Consetho Nacional de © Tecnclogia - (psmn - ———
npg e, & Puss “MM CAKS - W Lapei.gOv b, Inality

Mol ular ~ INCTEM - warm inctem bioged ufr.be mwmuuhmmmmnmmwu&ncwmd

the manuscript.
Competing Interests: The authors hive declired that 1O (OMPING INemals ewal.
* Beral dlostadich usp b
Introduction Blood @ placed between a heating dement (used to mimic

Blood feeding of Ades aqyps, the major dengue viruses' vector,
is a fundamental part of routine protocols to maintain mosquito
colonies in insectary facilitices since a blood meal is required for egg
production by females [1]. After bivedhical centification by animale
care 1231, hetized or Bized Eve animals
are used froquently as a source of blood for mosquitoes [4].
However, use of live animals i not posible in many circume
stances. For example, the lack of animal facilities or an animaluse
regulatory or permitting structure can Emit blood p

vertebrate blood temperature) and a thin membrane, which
females penetrate with their probascis to access and imbibe the
blood. One of the most popular devices is Rutledgestype foeder
with ParafilmeM® simulating the skin [11]. Several based versions
are available, but a few number of these devices is casy to asemble
with conunon materials available in research Laboratories and coste
effective [15].

We developed a simple artificial membrancsfeeding method
using a standard conical tube and Parafilm M as a simplified and

Furthermare, the *3 Rs™ principies {reduction, refinement and
replacement) in the scientific use of live animals [5] also need 10 be
comidered when feeding anautogenous mosquito species. Artificial
feeders can be applied to replace live animals as blood sources [4].
Dengue vins infection of Ar. aqypéi for experimental proposes is
wually done with a titered viremic blood meal and requires an
antificial blood-eeder system [6,7].

There are numerous reports showing successful development
and use of different devices to antificially feed bloodesucking
imvertebrate vectors of buman pathogens [#=10). Arntificial feeding
apparati for Ae. agupti also are represented extensively in the
literature [11=17). These approaches share common features.

PLOS ONE | www.plosone.org

1o Galitate the Ae. agps antificial blood-
feeding.

Materials and Methods

Ethics Statement

All experiments with mice were carried out in accordance with
the guidelines of the Exhical Principles for Experiment on Animals
adopted by Sociedade Brasileira de Cifncia de Animais de
laboratdeio (SBCAL) and approved by the Institutional Ethics
Review Committee (Comissdo de Etica no Uso de Animais —
CEUApUniversidade de S30 Paulo, protocol #014.
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Os estudos atuais geraram a descri¢cdo do genoma da poliproteina de mais

uma cepa neurovirulenta para camundongos adultos imunocompetentes, publicado

em:

Salvador FS, Amorim JH, Alves RPS, Pereirab SA, Ferreira LCS, Romano CR.

Complete Genome Sequence of an Atypical Dengue Virus Serotype 2 Lineage
Isolated in Brazil. Genome Announc. July/August 2015 vol. 3 no. 4e00779-15
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Here, we report the comph ly i of a dengue virus 2 strain isolated in Brazil. This virus belongs to the Ameri-
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engue virus (DENV), which is d of four distinct sero-

gC (p = D038 to 0.064) from other American
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We report here the near-full-length genome sequence of an
American strain of DENV2 (JHAI strain). This virus was solated

viruses. Intriguingly, according to the envelope-based tree, JHAL
was very closely related to Trin53, which was isolated in 1953 from
a female patient in Trinidad and Tobago (3). A pairwise compar-
ison of Trin53 and JHAI (1,485 bp) revealed five synonymous
changes and one nonsynonymous change (p-distance = 0.033).
Unfortunately, there is no available sequence other than the enve-
lope gene of Trin33 to allow for a more detailed comparison be-
tween these two strains.

Similarities to the Trin53 virus were not restricted to the enve-

from a patient in Belém do Pard, Brazil, p g with deng
fever (1), and this strain was observed to be neurovirulent in im-
munocompetent adult mice.

The partial sequencing of the lope and nonstr l 1
(NS1) genes of the JHAI strain showed that the virus belongs to
szmmm.ﬁmlhrapcithﬂm
munocompetent adult mice after intracranial inoculation is an
Iypoalwmkump(opcﬂyoﬁhnnnn.wed«ddbdﬂnmme
the full-length seq ding the viral polyp
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lope gene. Similarly to Trin53, JHAI rapidly replicates in brains of
uxkhqutandamanphahlm\mﬂhdan.liﬂl ncon-
trast to Trin53, & harmful to adult i mice.
Although with the available information, 1o clear |
can be drawn regarding the pol phic sites that confer such
neurovirulence to lHAl a colnpunmn with the New Guinea C
(NGC) neurovirulent mouse-adapted strain revealed that both
mhﬂralynnc(k)alponlum 126, identified 23 a major
inant of k n NGC (4).

locd(’)mthlhmmhchol’pﬁmcnlhl covered the complete

ein. F were d using the lon Torrent
platf (LAET-“ logies) Mmmnﬂdmgthcg-
nome of a DENV2 American genotype virus as a reference (acces-
$0n no. ]X966380)
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In sum, we described here the complete polyp
of a DENV2 isolated in Brazil, which is atypically neurovirulent to
adult immunocompetent mice and belongs to the American ge-
notype.

Nucleotid s N

s. The g de-

ysis using both dope and complete ge-
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mmﬁrmdlhalhnmnabu\'V’m«nxdlheMm
ican genotype. Nevertheless, JHAT was the most divergent virus
among all American reference genomes (n = 29; GenBank acces-
sion numbers HMS582099 to HM582117, GQS868588, GQS68589,
GQ868599, EU056811, EUO0S68112, FIS98449, [X966380,
AY702040, and AY744147). Genetic distance was estimated for
the American viruses (excluding JHA1) and also between JHAL
and other American strains. The ge distance (p-di )
among American viruses (without JHAL) was 0.015, which is in
d with the genetic di observed for viruses belong-
ing to the same genotype. However, [HAI presented sbout 6.0%

MdyAugust 2015 Volume 31 lsue 4 $O07915

accession no. JQ686088. The version described in this paper is the
updated version, JQ686088.2.
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Ainda, o atual projeto é um aprofundamento de um projeto anterior que
comparou a diversidade intra hospedeiro e inter hospedeiro do virus da dengue
durante um surto ocorrido em 2010. Minha participacao nesse projeto foi
particularmente centrada as clonagens de fragmentos amplificados de DENV2, por
PCR, em vetores de clonagem, e sequenciamento dos clones. Dentro da ideia geral
do projeto, contribui com uma analise em paralelo, onde a ideia era comparar as
metodologias de Sanger e seqiienciamento em larga escala para a analise de
variabilidade intra-hospedeiro. Como fruto desse trabalho, produzimos a seguinte

publicacéo:

Romano CM, Lauck M, Salvador FS, Lima CR, Villas-Boas LS, et al. (2013) Inter-
and Intra-Host Viral Diversity in a Large Seasonal DENV2 Outbreak. PLoS ONE
8(8): €70318. doi:10.1371/journal.pone.0070318
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Introduction

Dengue is the most frequent arthropodsborne human viral
infection in tropical and substropical regions, with one hundred
million people at risk annually. In the Lt two decades, Brazil has
been responsible for moee than 60% of the total reported dengue
fever cases in the Americas, experiencing severe yearly outbeeaks
of serotypes 1 10 3 [1]. In 2008, serotype 4 resemerged in the
northern region of Brazil [2] and rapidly spread to other regions,
causing small outbreaks in at least six different states. Today, the
country experiences outhreaks of all four serotypes. For this study,
samples were collected during a large outbreak in the State of S30
Paulo coastal region during the fint semester of 2010, with more
than 108,000 reported cases, including 81 deaths asociated with
the severe farms of the discase [3]. This epidemic aflected a

PLOS ONE | wwwplosone.org

geographic area nearby the city of Sanws, with the greatest
number of cases reported in five nearby cities (Figure 1).

Dengue has limited intrasgenotype diversity, which is modulate
od by two main processes: (i) the host's immune response, which
exerts a selective pressure on the virus, and (&) the bottlenecks at
transmission (two in this case, the vertehratesinvertebeate alternate
cyce) [4]. As a result, 3 balance between variability gain due to
mutations in cach host and the maintenance of these mutations
through natural selection is shaping the resulting viral diversity
abserved at the population level.

Our current understanding of dengue intrashost diversity has
been mostly limited 10 the analysis of single genes of dengue
scrotypes | 10 3 using comentional cloning and Sanger sequencing
methods [=7]. Most studies agree that the level of intrachost
diversity s relatively high with mean pairwise differences reaching

August 2013 | Volume 8 | bsue 8 | e70318
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Anexo 2 — Carta de Aprovacio da Comissdo de Etica no Uso de
Animal (CEUA)

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

I INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS
Cidade Universitaria “Armando de Salles Oliveira”
Av. Prof. Lineu Prestes, 2415 — CEP, 05508-000 Sio Paulo, SP Brasil
Telefone #55) (011) 3091.7733 - e-mail: cep@ich.usp.br

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo registrado sob n°® 183 nas fls. 139 do livro 02 para uso
de animais em experimentacao, sob a responsabilidade do Prof(a) Dr(a)) Luis Carlos
de Souza Ferreira, Coordenador (a) da Linha de pesquisa “Um novo caminho para a
busca racional de uma vacina efetiva contra a dengue” do qual participam ofs)
aluno(s), Jaime Henrique Amorim Santos,Rabens Prince dos Santos Alves, Denicar
Lina Naascimento,Raiza Sales P. Bezerra e a especialista de laboratorio Sandra
Regina Alexandre, esti de acordo com os Principios Eticos de Experimentagdo
Animal adotado pela Sociedade Brasileira de Ciéncia de Animais de Laboratério
(SBCAL) e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)

em 19.02.13, com validade de 4 anos.

Sao Paulo, 20 de fevereiro de 2013.

AL M A

Prof. Dr. WOTHAN TAVARES DE LIMA Profa. Dra. ANA PAu
Coordenador-CEUA - ICB/USP Secretdria- CEUA -
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Anexo 3— Tabela de variantes obtidas pelo método probabilistico da
passagem 16 em C6/36

Posicdo Tipo Referéncia Alelo Cobertur Frequenc Qua!ld_ade
ia média
1296 Delecao TAATGA - 1471 69,61 29,18
1296  Substituiciko TAATGACAC AG 1471 1,97 24,61
1296  Substituicio TAATGACAC AGGAA 1471 1,36 27,06
1296  Substituiciko TAATGACAC A 1471 1,02 27,93
1296  Substituicdo TAATGA AG 1471 0,82 28,54
1296 Delecao TA - 1471 0,54 28,74
1296  Substituicdo TAATGA AATG 1471 0,54 29,86
1296  Substituichio TAATGACAC CACA 1471 0,54 28,58
1296  Substituiciko  TAATGAC CA 1471 0,41 29
1296  Substituiciko  TAATGAC AAGGA 1471 0,41 27,5
1296 Delecao T - 1471 0,34 30,2
1296  Substituiciko TAATGACAC G 1471 0,34 26,4
1296  Substituiciko TAATGACAC AA 1471 0,27 25,74
1296  Substituiciko TAATGACAC AAGGAA 1471 0,27 20,93
1297 Delecao AATGACAC - 1471 0,34 31,73
1298 SNV A G 1471 6,53 30,55
1298  Substituicdo ATGA G 1471 1,02 31,08
1298  Substituiciko = ATGACAC GG 1471 0,2 24,44
1298  Substituicdo ATGA GTG 1471 0,14 31,2
1299  Substituicao TGACAC GGAA 1471 0,2 31,84
1299  Substituicao TGA G 1471 0,14 23,07
4258 SNV T C 195 14,36 28,11
4466 SNV G A 188 15,96 27,9
7206 SNV C A 244 24,59 29,33
9852 SNV A G 101 53,47 27,44
10307 SNV T G 79 15,19 30,17
10307 SNV T A 79 5,06 27,75
10308 Delecao G - 80 27,5 26,73
10310 SNV G A 79 31,65 27,28
10312 SNV A G 79 31,65 27,72
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Anexo 4- Tabela de variantes obtidas pelo método de qualidade da
passagem 16 em C6/36

Posicdo Tipo Referéncia Alelo Cobertura Frequéncia Qualidade média
15 SNV A G 529 1,13 24,33
552 SNV T C 1436 2,44 29,66
561 SNV A C 1460 2,74 28,58
951 Delecao C - 1417 1,13 19,69
977 Delecao T - 1261 1,27 14,12
1046 SNV C T 1241 6,93 30,69
1297 SNV A G 717 2,93 30,29
1298 SNV A G 679 12,67 30,17
1299 Delecdo TGACAC - 1307 47,67 27,4
1299 SNV T 681 2,79 29,53
1299 Delegao T - 681 2,35 20,69
1301 Delecéo A - 693 2,89 25,75
1301 SNV A G 693 1,3 27,67
1302 Delecéo C - 649 2,93 27,68
1304 Delecao C - 664 452 21,87
1597 SNV T C 1580 1,84 29,76
1722 Insercao - A 1300 1,23 17,75
1746 SNV T C 1250 1,84 30,96
1791 SNV T C 1472 1,15 27,59
1890 SNV C T 1723 8,88 28,59
2459 Delecdo C - 1794 1,06 23,42
2464 SNV C A 1831 1,15 24,14
2469 SNV A G 1461 8,21 27,13
2842 Delecéo G - 2041 1,08 18,27
3067 SNV G T 1239 3,31 23,37
3067 Delecéo G - 1239 1,78 17,36
3171 SNV A G 1503 1,13 27,94
3285 SNV T C 1328 4,14 27,58
3285 Delecao T - 1328 2,41 20,78
3310 Delegao T - 1316 1,37 22,89
3999 SNV T G 180 2,22 28
4015 SNV T G 163 491 27,62
4018 SNV A G 171 2,34 32,25
4196 SNV A G 157 1,27 32
4253 SNV T G 179 1,68 29
4258 SNV T C 188 14,89 27,93
4264 SNV A G 189 2,12 32
4267 SNV A G 189 1,06 335
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4283
4301
4316
4375
4406
4449
4466
4627
4769
4858
4929
4985
5862
5898
5951
6313
6325
6428
6445
6464
6585
6861
6883
7206
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7499
7608
7666
7885
8256
9916
9975

Delecéo
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
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SNV
SNV
SNV
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SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
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1,08 18,5
1,12 30,5
2,2 26
2,29 31,25
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1,1 23,5
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1,25 16
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2,08 31,25
1,1 34
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2,7 28,4
6,4 29,62
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1,7 19,75
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1,79 30,5
2,3 14,5
1,9 28
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2,33 30,5
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Anexo 5 - Tabela de variantes obtidas pelo método probabilistico da

passagem 20 em C6/36
Posicao Tipo Referéncia Alelo  Cobertura Frequéncia Qualidade média
1046 SNV C T 1698 32,8 27,89
1296 Delecéo TA - 1431 0,28 23,76
1296  Substituicdo TAAT A 1431 0,7 22,75
1296 Delecio TAAT - 1431 0,42 24,72
1296 Delecio TAATGA - 1431 46,82 28,64
1296  Substituicio =~ TAATGA AAT 1431 0,14 25,83
1296  Substituicio TAATGAC CA 1431 0,49 28,78
1296  Substituicio TAATGAC  AGA 1431 0,35 27,97
1296  Substituicio TAATGAC AAGA 1431 0,14 26,12
1296  Substituicio TAATGACA AATAC 1431 0,21 30,33
1296 Delecio TAATGACAC - 1431 11,46 27,12
1296  Substituicdo TAATGACAC AG 1431 1,05 19,8
1296  Substituicio TAATGACAC CACA 1431 0,56 28,61
1296  Substituicio TAATGACAC ATGAA 1431 0,28 25,08
1296  Substituicio TAATGACAC A 1431 0,14 20,16
1298 Delecio A - 1431 0,21 15,71
1298  Substituicao ATGA G 1431 2,87 29,99
1298  Substituicdo ATGACAC G 1431 0,21 22,78
1299  Substituicao TGA G 1431 0,28 24,78
4258 SNV T C 1876 23,35 27,92
4316 SNV C T 2050 35,71 26,57
4375 SNV A C 1864 19,69 28,83
4466 SNV G A 1862 26,58 28,3
6464 SNV C T 1614 35,94 28,23
7206 SNV C A 2553 45,32 29,24
10307 SNV T G 1495 34,72 29,74
10308 Delecio G - 1504 49,14 26,56
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Anexo 6 - Tabela de variantes obtidas pelo método de qualidade da

passagem 20 em C6/36
Posicao Tipo  Referéncia Alelo Cobertura Frequéncia Qualidade Média

944 Insercao - A 1950 1,33 22,12
977 Delec¢do T - 1444 1,52 16,18
1046 SNV C T 1622 33,23 29,17
1090 Insercao - A 1674 1,97 17,42
1101 Delecdo C - 1528 19 17,97
1296 Delecgdo T - 1150 60 27,55
1299 Delecdo TGACAC - 1267 13,1 27,33
1299 Delecgdo T - 1125 3,38 22,05
1301 Delecgdo A - 1135 2,2 27,36
1301 SNV A G 1135 1,94 26,27
1597 SNV T C 1961 2,96 27,36
1890 SNV C T 1498 3,27 29,73
2370 Insercdo - A 1557 1,35 20,86
2469 SNV A G 1075 2,14 24,91
2695 Insercao - A 1844 1,03 16,63
2881 Delecdo G - 2287 1,01 17,78
3048 Delec¢do G - 2066 1,26 16,12
3067 SNV G T 1792 2,9 21,58
3067 Delecéo G - 1792 2,57 19

3409 SNV C T 2168 2,68 29,24
3891 SNV A C 4261 2,28 28,51
4015 SNV T G 1737 1,09 26,05
4258 SNV T C 1794 23,75 27,86
4258 Insergao - A 1836 1,42 17,19
4292 Delegdo T - 1864 1,88 18,06
4316 SNV C T 1922 36,06 27,81
4316 Insergdo - T 1998 1,55 20,61
4375 SNV A C 1821 19,88 29,3
4375 SNV A G 1821 1,43 28,85
4466 SNV G A 1639 24,1 25,56
4780 SNV A G 1956 1,84 28,03
4812 Delecéo C - 2094 11 15,74
5570 Insercdo - A 1864 1,61 20,83
6313 SNV A G 1387 3,89 26,52
6445 SNV C T 1669 6,11 28,3
6460 SNV C A 1493 1,41 30,05
6464 SNV C T 1546 35,77 28,62
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Anexo 7- Tabelas de variantes obtidas pelo método probabilistico e

Variantes obtidas pelo método probabilistico

de qualidade da passagem 4 em HepG2

Posicdo Tipo Referéncia Alelo Cobertura Frequéncia Qualidade média
4635 SNV A G 553 41,59 29,79
9543 SNV T C 99 55,56 28,22
10065 SNV G A 119 53,78 29,64

Variantes obtidas pelo método de qualidade

Posicao Tipo  Referéncia Alelo Cobertura Frequéncia Qualidade média
4635 SNV A G 528 41,1 29,09
4651 Insercao - A 531 1,13 22,5
5208 SNV T C 463 1,08 25,8
7446 Delecdo C - 390 1,03 16,5
7499 Insercao - A 969 1,24 23
7633 Delegdo G - 130 2,31 18,33
7868 SNV T C 115 1,74 29,5
7950 SNV A G 130 1,54 27
8285 SNV T C 108 2,78 29,33
8335 Insercao - A 100 12 22,08
8771 SNV A G 63 3,17 29,5
8780 SNV A G 57 3,51 33,5
9088 SNV G A 100 2 26,5
9470 SNV T C 101 1,98 32,5
9543 SNV T C 94 54,26 31,12
9625 SNV A G 126 1,59 22,5
9633 Delegao T - 122 1,64 25,5
9983 SNV C T 119 1,68 30,5
10059 SNV T C 112 1,79 32
10065 Delegao G - 118 2,54 28,67
10065 SNV G A 118 54,24 30,7
10475 SNV T A 147 1,36 35,5
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Anexo 8- Tabela de variantes obtidas pelo método probabilistico da

passagem 6 em HepG?2

Posicao Tipo Referéncia Alelo Cobertura Frequéncia Qualidade Média
297 SNV T C 73 56,16 30,66
967 SNV T C 75 96 28,89
1932 SNV A G 98 59,18 31,59
4635 SNV A G 247 41,3 31,48
7041 SNV T C 1131 14,94 25,53
7297 SNV T C 1192 18,71 29,98
7890 SNV G A 937 18,46 22,64
8293 SNV C T 852 20,89 31,17
9543 SNV T C 920 79,46 30,16
10065 SNV G A 988 73,48 30,83
10065 Delegéo G - 988 5,97 28,71
10347 SNV T C 1017 19,37 30,25
10347 Delecao T - 1017 0,2 26,25
10347  Substituicao TA C 1017 4,92 28,48
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Anexo 9- Tabela de variantes obtidas pelo método de qualidade da

passagem 6 em HepG?2

Posicado Tipo  Referéncia Alelo Cobertura Frequéncia Qualidade média
123 SNV C A 86 2,33 32
187 Delecao G - 56 3,57 13
297 SNV T C 72 56,94 31,93
577 SNV A G 74 2,7 22,5
761 SNV T C 68 2,94 20,5
967 SNV T C 73 97,26 30,3
1534 SNV A G 52 5,77 22,67
1787 SNV A G 78 2,56 36
1869 SNV A G 80 3,75 27,67
1876 Delecdo C - 94 2,13 18,5
1932 SNV A G 95 58,95 30,54
1983 SNV A G 90 2,22 35,5
2280 SNV A G 90 5,56 34,6
2438 SNV C T 74 2,7 32
2566 Delecdo G - 115 1,74 18,5
2650 SNV A G 90 2,22 26,5
2694 SNV G A 90 3,33 33
2850 SNV G A 77 6,49 30,2
2878 SNV T C 78 2,56 25
3118 SNV G A 78 6,41 28,6
3653 SNV T C 640 1,56 30,6
3750 SNV G A 385 1,56 26,5
3759 SNV G A 368 1,09 29,5
4003 Delegao C - 382 2,62 19,9
4229 Delegao C - 232 1,72 12
4247 SNV G A 257 5,84 29,2
4275 SNV A G 236 1,27 29,67
4360 SNV G C 255 3,53 29,78
4635 SNV A G 241 42,32 29,28
4825 SNV A G 219 2,28 33
4902 SNV A T 244 2,87 32,14
4937 Delecdo G - 237 1,27 15,33
4967 SNV A G 229 1,31 28,67
5023 SNV A G 237 1,27 31,67
5488 SNV A G 236 3,81 25,33
5495 SNV A G 264 1,14 35
5595 SNV T C 196 1,02 26
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