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RESUMO

O virus Zika (ZIKV) pertence ao género Flavivirus e seu principal vetor € o Aedes
aegypti. A RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) dos flavivirus é
caracterizada pela baixa fidelidade, o que induz a altas taxas de mutagao durante a
replicagdo. Essa caracteristica, em conjunto com a rapida cinética replicativa, leva a
formagcdo de uma populagdo viral abundante e heterogénea, denominada
quasispécie. A alta diversidade das quasispécies esta relacionada com a aptidao do
virus para atravessar gargalos durante a alternéncia entre hospedeiros humanos e
artrépodes. Drogas como o favipiravir, um analogo de purinas, aumentam as taxas
de erro da RdRp e induzem a extingdo do virus através do mecanismo de
mutagénese letal. Incubamos o ZIKV na presenga desse farmaco e utilizamos o
virus proveniente (ZIKVfav) para infectar o Aedes aegypti. Dessa forma, buscamos
entender como farmacos mutagénicos, que alteram a composicdo da quasispécie,
interferem com o ciclo de transmissdo de arbovirus. Em 7 dias apds a infeccao
(d.p.i.) com o ZIKVfav, titulamos o corpo todo dos mosquitos por ensaio de placa.
Nao observamos diferenga no titulo viral dos infectados. Entretanto, houve 30% a
menos de prevaléncia de infecgdo no grupo de mosquitos que recebeu o ZIKVfav.
Em 21 d.p.i., coletamos e titulamos a saliva dos mosquitos, e ndo observamos
diferencga significativa na intensidade nem na prevaléncia de infecgdo. A partir
desses dados, concluimos que as alteragbes geradas na quasispécie pelo
favipiravir, como mutantes com menor aptiddo e particulas de RNA defectivas,
podem prejudicar a infeccdo do mosquito. Entretanto, sugerimos que, apos
estabelecida a infecgdo, o ZIKV consegue recuperar aptidao através da replicagao
de baixa fidelidade da RdRp.

Palavras-chave: Arbovirus; Flavivirus; Quasispécie; Mutagénese letal.



ABSTRACT

The Zika virus (ZIKV) belongs to the Flavivirus genus, and its primary vector is Aedes
aegypti. The RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) of flaviviruses is
characterized by low fidelity, which induces high mutation rates during replication.
This feature, along with the rapid replication kinetics, leads to the formation of an
abundant and heterogeneous viral population known as quasispecies. The high
diversity of quasispecies is related to the virus's fithess to overcome bottlenecks
during alternation between human and arthropod hosts. Drugs like favipiravir, a
purine analogue, increase the error rates of RdRp and induce virus extinction through
the mechanism of lethal mutagenesis. We incubated ZIKV in the presence of this
drug and used the resulting virus (ZIKVfav) to infect Aedes aegyptfi. In this way, we
sought to understand how mutagenic drugs, which alter the quasispecies
composition, interfere with the transmission cycle of arboviruses. At 7 days post-
infection (d.p.i.) with ZIKVfav, we titrated the entire body of the mosquitoes by plaque
assay. We did not observe a difference in the viral titer of the infected mosquitoes.
However, we obtained a 30% reduction in infection prevalence in the group of
mosquitoes that received ZIKVfav. At 21 d.p.i., we collected and titrated the mosquito
saliva and observed no significant difference in either the intensity or prevalence of
infection. From these data, we conclude that the alterations generated in the
quasispecies by favipiravir, such as less fit mutants and defective RNA particles, may
impair mosquito infection. However, we suggest that once the infection is
established, ZIKV can regain fitness through the low-fidelity replication of RdRp.

Keywords: Arbovirus; Flavivirus; Quasispecies; Lethal mutagenesis.
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1INTRODUGAO

O virus Zika (ZIKV) é um arbovirus (arthropod-borne virus), o que implica
que seu ciclo bioldgico alterna entre hospedeiros vertebrados e artrépodes. O seu
principal vetor € o mosquito Aedes aegypti, que também transmite outros virus,
como Dengue e Chikungunya (Musso e Gubler 2016). O ZIKV também pode ser
transmitido da mae para o feto durante a gravidez, transfusdo de sangue e contato
sexual (WHO, 2022). A maioria das pessoas infectadas com o ZIKV n&o apresenta
sintomas, entretanto, a doencga esta associada a casos de microcefalia em fetos
durante a gravidez (Araujo et al. 2018). Desde 2007, surtos da doenca séao
registrados na Africa, Asia e América, e em 2015 ocorreu uma grande epidemia no
Brasil. At¢é o momento ndo ha vacinas ou tratamentos antivirais especificos e
clinicamente aprovados para tratar pessoas infectadas e doentes. O controle do
mosquito vetor é a unica estratégia reconhecidamente eficaz para conter epidemias
de Zika (WHO, 2022).

O ZIKV pertence a familia Flaviviridae e ao género Flavivirus. Os flavivirus
sdo virus envelopados que possuem genoma de RNA de fita simples de senso
positiva e cap1. Por isso, a fita desses virus funciona como um RNA mensageiro, e
ao entrar no citoplasma é traduzida em uma poliproteina unica, que € clivada e
processada em proteinas estruturais e nao estruturais. As trés proteinas estruturais
geradas, C, prM e E, irdo compor a particula viral, enquanto as proteinas nao
estruturais - NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 - serdo responsaveis pela
replicacdo do RNA, montagem da particula viral e evasdo da resposta imune do
hospedeiro (Chambers et al. 1990; Santos 2015; Wang et al. 2017).

A proteina NS5 €& a mais conservada dentro do género Flavivirus, e
apresenta fungdes importantes para a replicacdo viral. A por¢gdo N-terminal da
proteina possui atividade metiltransferase e guanililtransferase, e esta envolvida com
a adicao do Cap na extremidade 5’ do RNA viral recém sintetizado. O Cap é uma
estrutura de RNA importante para promover a ligagao ao ribossomo durante a
traducao (Egloff et al. 2002; Issur et al. 2009).

A porcao C-terminal da NS5 apresenta funcdo de RNA polimerase
dependente de RNA (RdRp) e promove a sintese de RNA de novo, processo em que
o virus utiliza suas préprias proteinas para a replicagcéo (Tan et al. 1996). A RdRp

possui sua estrutura em formato de “mao direita”, constituida de trés subdominios:
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dedos, palma e polegar. A interagdo dos dedos com o polegar forma canais, em que
se localiza o sitio da polimerase. No canal central a fita de RNA molde se liga e
ocorre sua replicagdo, no canal NTP, é onde os nucleotideos entram (Zhao et al.
2017).

Durante a tradugado, o genoma dos flavivirus se encontra na forma linear, e
ap6s quantidades suficientes de NS5 serem expressas, essa proteina se liga a
estrutura do RNA em forma de alga, presente na extremidade 5’, denominada stem
loop A (SLA), que esta préxima ao Cap. Apos a ligagdo, a NS5 recruta proteinas
virais e do hospedeiro, que irdo promover a circularizagdo do RNA, dessa forma, os
ribossomos ndo conseguem se acoplar a fita para realizar a tradugao, e o0 genoma
fica livre para a NS5 iniciar o processo de replicagdo (Fajardo et al. 2020; Sanford et
al. 2019). Com o RNA circularizado, a NS5 migra para a extremidade 3’ e sua
por¢cao RdRp inicia a copia do genoma, que ocorre no sentido 3’-5’. Nesse processo,
€ utilizado o mesmo RNA de senso positivo que serviu de molde para a sintese
proteica, e o RNA complementar de sentido negativo que sera gerado servira de
molde para a transcricdo das novas fitas de senso positivo (Knipe e Howley 2013;
Santos 2015; Zhao et al. 2017).

A RdRp dos virus de RNA tem baixa fidelidade e carece de mecanismos de
corregao de erros. Isso resulta em altas taxas de mutagcdo, de aproximadamente
10”-4 modificagdes por nucleotideo copiado, o que, para os flavivirus, equivale a um
mutante por ciclo de replicagdo (Borderia, Rozen-Gagnon, e Vignuzzi 2016; Drake
1993; Jin et al. 2011). Essa caracteristica em conjunto com a rapida cinética
replicativa, gera uma populagdo numerosa e heterogénea, que é chamada de
quasispécie viral. As quasispécies sdo um conjunto diverso de variantes genéticas
de um virus que compdem as populagdes virais e que sao a unidade de selecao
natural (Domingo e Holland 1997).

A diversidade das quasispécies é definida pela taxa em que mutacbes
ocorrem e a frequéncia de diferentes mutantes na populacdo. Essa caracteristica &
importante para a adaptacdo do virus a diferentes ambientes, pois confere
variabilidade adaptativa. Quando exposta a alteragdes ambientais, variantes virais
podem ser eliminadas ou se tornarem dominantes na populacdo, a depender da
pressao seletiva do meio. Isso faz com que a composicido da quasispécie varie muito
entre diferentes tipos de células (McWilliam Leitch e McLauchlan 2013). Além disso,

as variantes podem estabelecer interacbes de cooperagdo, que auxiliam na
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adaptacao a diferentes tecidos e na evasao do sistema imune do hospedeiro. Um
poliovirus com uma RdRp de maior fidelidade, e que gera uma quasispécie menos
diversa, perde a capacidade de infectar o sistema nervoso e provoca uma doencga
mais branda em animais (Vignuzzi et al. 2006). Dessa forma, maior diversidade da
quasispécie esta relacionada a melhor aptidao do virus, enquanto menor diversidade
pode ser prejudicial (Domingo, Garcia-Crespo, e Perales 2021; Domingo e Holland
1997; Domingo, Sheldon, e Perales 2012).

Como um arbovirus, o ZIKV enfrenta diversos gargalos populacionais
durante seu ciclo de transmissao entre hospedeiros humanos e artropodes. O efeito
gargalo ocorre quando uma populagdo é drasticamente reduzida, resultando em
perda de diversidade genética. No mosquito, o primeiro gargalo ocorre quando
apenas algumas particulas virais, ingeridas com o sangue contaminado, conseguem
infectar e se replicar nas células epiteliais do intestino médio (Forrester et al. 2012).
O gargalo seguinte envolve a passagem do virus do epitélio para a hemolinfa, de
onde conseguem atingir e infectar outros tecidos do mosquito. Para isso, é
necessario atravessar a lamina basal, que possui poros menores que a maioria dos
arbovirus (Houk 1981). Entretanto, apds a ingestdo do sangue ocorrem danos ao
tecido e a distens&do do intestino, o que aumenta os poros da lamina basal e pode
permitir a passagem dos virus (Cui et al. 2019; Dong et al. 2017). Apds atingir a
hemolinfa, o virus consegue se disseminar e infectar outros tecidos do mosquito, até
chegar as glandulas salivares, onde pode ser secretado com a saliva para completar
seu ciclo de transmissao (Franz et al. 2015).

Para cada tecido infectado, o arbovirus enfrenta um gargalo diferente,
gerado tanto por barreiras fisicas quanto pelo sistema imune do mosquito. Como os
arbovirus sdo virus de RNA, eles s&o capazes de superar esses gargalos e
recuperar sua diversidade genética por meio da replicacdo rapida e de baixa
fidelidade da RdRp. Essa capacidade de recuperar diversidade permite que os
arbovirus atravessem diferentes gargalos e se disseminem por hospedeiros distintos
(Weaver et al. 2021).

Os arbovirus precisam enfrentar barreiras impostas pelo sistema imune de
hospedeiros mamiferos e artropodes. Em mosquitos, a resposta imune antiviral mais
significativa decorre da producdo dos RNAs de interferéncia (RNAi). Os RNAI
provocam o silenciamento pds-transcricional de genes, através da degradagao de

RNAs complementares, impedindo sua traduc¢do. Apos a infecgao, os virus de RNA
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acabam formando moléculas de RNA de fita dupla (double-stranded RNA (dsRNA)).
Isso ocorre, por exemplo, quando o RNA de flavivirus é circularizado para dar inicio
a replicagao (Villordo, Alvarez, e Gamarnik 2010). O dsRNA ¢é estranho a célula do
artrépode, e € reconhecido como um padrdo molecular associado a patdégenos
(PAMP) pela enzima Dicer-2 (Dcr-2) (Poirier et al. 2018). Em conjunto com a
proteina R2D2, a Dcr-2 cliva o dsRNA em RNAs interferentes induzidos por virus
(viral small interfering RNA (viRNAs)). Os VviRNA sdo carregados pela proteina
Argonauta-2 (Ago-2) até o complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC),
onde s&o utilizados como guia para direcionar a destruicio de RNAs virais
complementares. O VviRNA ira se ligar a fita de RNA viral complementar que sera
clivado pela Ago-2 (Ruckert et al. 2014).

Além de gerar diversidade viral, a baixa fidelidade da RdRp dos flavivirus
também é responsavel por formar particulas de genomas virais defectivos (Li et al.
2011; Poirier et al. 2015). Essas particulas podem prejudicar a infecgao ao competir
com RNAs intactos por recursos celulares e virais utilizados na traducdo e
replicacdo. Genomas defectivos sao replicados pelas proteinas do virus no lugar das
particulas infecciosas, o que pode reduzir a aptiddao da quasispécie. Eles também
sao reconhecidos pela Dcr-2 e estimulam a atividade antiviral do sistema imune dos
mosquitos (Rezelj, Levi, e Vignuzzi 2018; Vignuzzi e Lépez 2019). Entretanto,
particulas defectivas também estado relacionadas com a persisténcia da infeccdo em
artrépodes, por saturar o RISC e a via do RNAIi. Dessa forma, genomas virais
defectivos protegem as particulas infecciosas ao servirem como iscas para o sistema
imune do mosquito (Poirier et al. 2018; Schnettler et al. 2012).

Interferir com as taxas de mutagao da RdRp possui efeito deletério sobre a
populagdo viral. Aumentar a taxa de mutagcdo pode gerar muitas particulas
defectivas e prejudicar a capacidade de replicacdo do virus. Enquanto taxas de
mutacao reduzidas podem diminuir a diversidade populacional e prejudicar a aptidao
da quasispécie. Tanto aumentar, como diminuir a fidelidade da RdRp em variantes
de diferentes arbovirus, gerou uma quasispécie que infecta menos o mosquito vetor
(Van Slyke et al. 2015; Warmbrod et al. 2019). Isso sugere que a RdRp atua dentro
de um limiar ideal de fidelidade de replicacdo, que foi selecionado durante a
evolugdo dos virus de RNA (Domingo, Sheldon, e Perales 2012; Manrubia et al.
2005).
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Devido a importancia de niveis ideais de mutacdo para o desenvolvimento
da infec¢do, a RdRp se tornou um importante alvo farmacoldgico. Aumentar as taxas
de mutagéo leva ao aumento exacerbado de particulas defectivas, o que prejudica a
replicacédo e leva a extingdo do virus através do processo de mutagénese letal
(Domingo, Garcia-Crespo, e Perales 2021; Domingo, Sheldon, e Perales 2012). Os
mutagénicos que podem interagir de forma especifica com a RdRp, s&o os analogos
de nucleotideos. Eles entram no canal NTP e s&o incorporados pela RdRp na fita de
RNA em replicagdo, no lugar dos nucleotideos padrdo, e assim induzem a erros e
mutagdes. Por se associarem apenas a RdRp, e ndo a outras polimerases, os
analogos de nucleotideos apresentam pouca toxicidade para o hospedeiro (Perales,
Martin, e Domingo 2011). Entretanto, ao induzir mutagbes, os analogos de
nucleotideos podem influenciar na evolugdo do virus e criar variantes que se
espalham na populagdo. Isso foi observado em SARS-CoV 2 com o uso do
molnupiravir, um analogo de pirimidinas, e as consequéncias ainda s&o
desconhecidas (Sanderson e Ruis 2023).

O Favipiravir € um pré-farmaco analogo de purinas, que antagoniza a agéo
da RdRp. Em células de mamiferos, o Favipiravir € convertido em Favipiravir-RTP,
sua forma ativa, que é reconhecido pela RdRp e incorporado a fita de RNA em
formacgao, o que leva ao término de extensao da cadeia (Perales, Martin, e Domingo
2011; Furuta, Komeno, e Nakamura 2017). Dessa forma, o Favipiravir consegue
induzir a erros e levar a extingdo por mutagénese letal de virus de RNA, o que reduz
a carga viral no individuo e possibilita que o sistema imune reprima a infecgao
(Baranovich et al. 2013). O favipiravir apresentou efeito antiviral sobre diferentes
cepas de ZIKV tanto in vitro quanto em macacos, o que sao resultados favoraveis ao
seu uso em humanos (Kim et al. 2018; Marlin et al. 2022).

Em 2014, no Japao, o uso do favipiravir foi aprovado contra Influenza, em
concentracdes de 1600 mg ao dia. Sua biodisponibilidade em humanos é de 97,6%
e, apos dose oral, a concentragao plasmatica atinge o pico em cerca de duas horas,
e apresenta meia vida de eliminacao de duas a cinco horas (Hayden e Shindo 2019).
A principal enzima envolvida no metabolismo do Favipiravir-RTP €& a aldeido
oxidase, que gera o metabdlito inativo T705M1, que € hidroxilado e eliminado
através do rim (LHLW, 2014).

Devido a suas propriedades farmacoldgicas e ao seu potencial farmacéutico,

decidimos utilizar o Favipiravir para entender aspectos chave da interagao entre o
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Aedes aegypti e o ZIKV. Avaliamos qual o impacto do aumento na taxa de erros da
RdRp pode gerar sobre a diversidade viral e a génese de particulas defectivas.
Queremos entender também como estas alteragdes influenciam na passagem do
virus por gargalos imunoldgicos e anatémicos durante a infecgdo no mosquito. E
possivel que farmacos que induzam mutagénese gerem quasispécies que possuam
melhor aptiddo no artropode. Isso representaria um potencial problema para o uso
desses compostos no combate a infecgcdes por arbovirus. Portanto, entender a
consequéncia desse tratamento farmacologico na populagdo viral que infectara o
hospedeiro mosquito, que ndo € o alvo da terapia antiviral, € importante para
compreender mais amplamente a influéncia do favipiravir sobre o ciclo bioldgico do
virus no hospedeiro invertebrado. Por isso, utilizamos o favipiravir para avaliar como
alteracdes nas quasispécies virais de ZIKV no hospedeiro vertebrado interferem na

dinamica de infecgcao de ZIKV no Aedes aegypti.

1.1 HIPOTESE

A exposigao do ZIKV ao favipiravir em células de mamiferos prejudica a

infeccdo do Aedes aegypti.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

e Avaliar a taxa de infecgdo em Aedes aegypti causada por uma populagdo do

ZIKV que foi exposta ao favipiravir em células de mamiferos.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Expor o ZIKV ao favipiravir em células Vero e avaliar o impacto do farmaco
sobre a sintese de particulas infecciosas e RNA viral.
e Avaliar a taxa de infeccdo do Aedes aegypti pelo ZIKV que foi exposto ao

favipiravir.
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e Analisar a disseminagao do ZIKV exposto ao favipiravir Aedes aegypti até a

saliva.
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2METODOS

2.1 LINHAGENS DE CELULAS E ViRUS

Células de mamifero da linhagem Vero (ATCC®, CCL-81™) foram
cultivadas a 37° com 5% CO2 em meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM),
suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de penicilina/estreptomicina.
As células de Aedes albopictus da linhagem C6/36 (ATCC® CRL-1660™) foram
cultivadas a 28°C em meio Leibovitz's L-15, suplementado com 5% SFB, 1% de
penicilina/estreptomicina e 0,26 % de triptose. Todas as células testaram negativo
para contaminagéo por mycoplasma.

O lote de ZIKV, cepa ZV BR 2016/16288 (Strottmann et al. 2019), foi
produzido em células C6/36, em infecgcao de MOI 0,01. A quantificagao do titulo viral
foi feita por ensaio de placa em células Vero e calculada em unidades formadoras de
placas (PFU/mI).

2.2 FAVIPIRAVIR

O favipiravir (Cayman, T-705, CAS: 259793-96-9) foi diluido na concentragao
estoque de 50.000 uM, em 0,8% de dimetilsulfoxido (DMSQO), e armazenado a -20
°C por, no maximo, um més. Para a realizar os experimentos, a aliquota congelada
do farmaco foi diluida em DMEM (1% de SFB e 1% de penicilina/estreptomicina), até

a concentragao de 400 uM.

2.3 DESENHO EXPERIMENTAL

O favipiravir € um pré-farmaco e sua conversao para a forma ativa ocorre
dentro da célula, através da enzima hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase
(Naesens et al. 2013), que ndo possui ortdlogo em Aedes aegypti. Portanto,
optamos por incubar primeiro o ZIKV com favipiravir em células Vero, o que
possibilita sua conversao para a forma ativa, para depois infectar o mosquito. Dessa
forma, também reproduzimos o que aconteceria no ciclo natural de transmisséo, em

gue 0 mosquito ira ingerir o sangue humano contendo o virus ja exposto ao farmaco.
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Células Vero eram plaqueadas na confluéncia de 70% a 80% em meio DMEM
(1% de SFB e 1% de penicilina/estreptomicina), e incubadas a 37°C por 18 a 24
horas, para aderir. No dia seguinte, as células eram incubadas com 400 uM de
favipiravir por duas horas antes da infec¢do com o ZIKV 16288 em MOI 1 (Multiplicity
of Infection). Ap6s uma hora, o sobrenadante contendo o virus era removido e
substituido por meio contendo 400 uM de favipiravir (Bassi et al. 2018). Passadas 32
horas, o0 sobrenadante das células era coletado e armazenado a -80°C, para depois
ser utilizado nos experimentos de infecgdo dos mosquitos (Fig. 1). Como controle do
experimento, 0 mesmo procedimento foi realizado com DMSO no lugar do favipiravir.
A titulacdo do virus foi feita por ensaio de placa em células Vero ou C6/36 e

calculada em PFU/ml ou FFU/ml.

2h 1h 32h
I I | I I I
I I I I I I
Células Favipiravir ZIKV  Favipiravir Coleta do Infecgao dos
plaqueadas virus mosquitos

Figura 1: Imagem representativa do desenho experimental.

2.4 CRIAGAO DOS MOSQUITOS

Todos os experimentos de infecgdo de Aedes aegypti foram realizados com
fémeas da linhagem Red Eyes (Oliveira et al. 2017). A eclosdo das larvas a partir de
uma fita de ovos estoque era feita em bandejas de plastico com agua filtrada. Apos 7
dias da ecloséo, as larvas atingem a fase de pupa e sao coletadas e colocadas em
gaiolas, onde, em cerca de 24 horas, emergem em mosquitos. A alimentagdo dos
adultos era feita com uma solugéo de sacarose 10% em agua e oferecida ad libitum,
e as larvas eram alimentadas com racado de cachorro comercial triturada. O insetario
era mantido em ciclos de fotoperiodo de 12h claro/12h escuro, 70% a 80% de

umidade relativa e temperatura entre 26°C e 29°C.
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2.5 INFECCAO DOS MOSQUITOS

Mosquitos com idade entre 5 e 10 dias eram separados em dois grupos, um
que receberia o ZIKVfav e outro o ZIKVdmso, e deixados em jejum de sacarose por
10 a 18 horas. Ambos os grupos recebem a mesma quantia de virus em PFU/ml,
que era diluido em meio DMEM (5% SFB e 1% penicilina/estreptomicina), e depois
misturado com lavado de hemacias na propor¢ao de 1:1. O sangue utilizado nos
experimentos era coletado de voluntarios humanos (autorizacdo do CEUA no°
89894417.8.0000.0121), centrifugado para remogado do soro e ressuspendido em
PBS (Phosphate buffered saline). Esse processo de lavagem era repetido duas
vezes, para remocg¢ao de contaminantes do sistema imune humano. Apds as
lavagens, ATP pH 7,4 na concentracao final de 1mM era adicionado a mistura como
fagoestimulante.

A mistura de sangue e virus era mantida aquecida a 37°C e oferecida aos
mosquitos por cerca de uma hora, através de um alimentador artificial com uma
membrana de parafilm acoplada. Esse processo ocorria dentro de um insetario de
nivel de biosseguranca 2. Apds a alimentagdo, os mosquitos eram anestesiados
pelo frio e as fémeas totalmente ingurgitadas eram separadas e alojadas em

incubadora climatizada tipo B.O.D. entre 26°C e 28°C, com umidade acima de 60%.

2.6 SALIVACAO DOS MOSQUITOS

A saliva dos mosquitos era coletada 21 dias apods a infecgao (d.p.i.). Os
animais eram mantidos em jejum seco por 10 a 18 horas, depois eram anestesiados
pelo frio e tinham suas asas e pernas removidas. A probdscide era encaixada em
uma ponteira de pipeta contendo 5ul de SFB com 10% de sacarose. Os mosquitos
eram deixados para salivar por 30 minutos, e apés isso, o conteudo da ponteira era
misturado em 200ul de DMEM (5% SFB e 1% penicilina/estreptomicina), e
armazenado a -80°C. A titulacdo do virus na saliva foi feita através de ensaio de

placa em células Vero e calculada em FFU/ml.
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2.7 ENSAIO DE PLACA

Células Vero ou C6/36 eram semeadas em placas de 24 pocgos e deixadas
para aderir por 18 a 24 horas. Para a titulagdo dos mosquitos, era feito um
homogenato do seu corpo todo em 200ul de DMEM (5% SFB e 1%
penicilina/estreptomicina). As amostras eram diluidas de forma seriada, em fator 10,
aplicadas na placa e incubadas a 37° com 5% CO2. Ap6s uma hora, as amostras
eram removidas e o pogo era coberto com meio semi solido (DMEM 1% SFB e 1%
penicilina/estreptomicina, com 3,2% de carboximetilcelulose). Depois de quatro dias,
a titulacdo era revelada através da adicdo de cristal violeta (PFU/mI) ou pelo
anticorpo 4G2 (FFU/ml). Para a titulagéo realizada em C6/36, o tempo de incubagao

foi de sete dias.

2.8 EXTRAGAO DE RNA E QPCR

A extracdo de RNA do sobrenadante de cultura de células das amostras de
ZIKVfav ou ZIKVdmso foram feitas através do Purelink Viral RNA/DNA Mini Kit (Cat.
No. 12280050), e a de mosquitos com o reagente TRIzol® (Invitrogen), ambas
conforme as orientagdes do fabricante. Para os mosquitos, a sintese de cDNA foi
feita com 1 ug de RNA e para as amostras de ZIKVfav e ZIKVdmso, foram utilizados
40 ng de RNA, pois o rendimento das extragbes era menor. Utilizamos a enzima M-
MLV (LiDI/UFSC) para produzir o cDNA, segundo protocolo testado e estabelecido
pelo laboratério. O qPCR foi feito com o Kit GoTag® (Promega), com o corante
SybrGreen, a partir da diluigdo em 1/5 ou 1/10 do cDNA, conforme instrugbes do

fabricante. Os primers utilizados nesse processo estao na Tabela 1.

Gene Primer Foward Primer Reverse
60S GCTATGACAAGCTTGCCCCCA TCATCAGCACCTCCAGCT
SZSSI'\I{'{ TGTGTGAATCAGACTGCGACA AACCTGTTGATACTGTTGCTAGC
ZIKV | GCGTCATGGTGGCGAATAACCTT | GCGTCATGGTGGCGAATAAAGAG
NS5 GGATTCTTGAACGAGGA CTTCATTCTCCAGATCAA
MNV CACGCCACCGATCTGTTCTG GCGCTGCGCCATCACTC

Tabela 1: Lista de primers utilizados para analise da expresséo génica por qPCR. 5’UTR (Granella,
dados nao publicados. NS5 (Patricio et al. 2022).




22

Para comparar a expressao dos genes, utilizamos o método AACt (Livak e
Schmittgen 2001). Como controle endégeno para ZIKVfav e ZIKVdmso, misturamos
1ul de Norovirus murino (MNV), em 10*11 PFU/ml, as amostras antes da extracdo
de RNA. O gene endogeno de Aedes aegypti usado nas reagbes de qPCR foi o
AAEL003396, "Aedes aegypti 60S ribosomal protein L32", também conhecido como
RPL32 ou rp49 (Oliveira et al. 2017).

2.9 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram feitas no GraphPad Prism 9.0 (GraphPad
Software Inc. San Diego, Califérnia, EUA), e tiveram como objetivo principal avaliar
diferencas na prevaléncia de infec¢ao e na carga viral dos mosquitos infectados com
ZIKVfav e ZIKVdmso. O teste Qui-quadrado foi utilizado para comparar a
prevaléncia de infecgdo. Para avaliar o titulo viral dos mosquitos infectados, os
dados passaram pelo Teste de Shapiro-Wilk, € em sua maioria ndo apresentaram
distribuicdo normal. Com base nisso, foi feita a analise ndo-paramétrica de Mann-
Whitney.
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3RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1  FAVIPIRAVIR APRESENTA EFEITO ANTIVIRAL CONTRA O ZIKV 16288

Para produzir os lotes de ZIKVfav e ZIKVdmso utilizados na infeccédo do
Aedes aegypti, incubamos o ZIKV 16288 com 400 uM de favipiravir em células Vero
por 32 horas. Esse processo foi repetido quatro vezes, uma para teste e as outras
trés para produzir os lotes de ZIKVfav utilizados em experimentos de infeccéo.

Observamos que o favipiravir foi eficiente em reduzir a replicagao do ZIKV em
quase 1 log, tanto na titulagcado obtida em células Vero (Fig. 2 A) quanto em C6/36
(Fig. 2 B), o que demonstra que o fendtipo é espécie independente. Ao analisar a
expressdo do gene da NS5 em dois lotes diferentes de ZIKVfav (Fig. 2 C),
constatamos que a redugao de seis a oito vezes na quantidade de RNA viral, nas
amostras tratadas com favipiravir, € proporcional a reducdo da quantidade de
particulas infectivas. Os dados obtidos reproduzem o fendtipo de mutagénese letal
do trabalho de Bassi et al. (2018), em que houve a redugédo do titulo viral das
linhagens PRVABC59 e MR766 de ZIKV (MOI 0,1) em Vero, apés 32 horas na

presenca de 400 uM de favipiravir.
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Figura 2: Titulo viral do ZIKV 16288 incubado por 32 horas em células Vero na presenca de 400 uM
de favipiravir. (A) Titulo viral por ensaio de placa em Vero (PFU/ml). Cada ponto representa o titulo
viral de uma aliquota de virus. (B) Titulo viral por ensaio de foco em C6/36 (FFU/mI). (C) Nivel de
expressdo de RNA de NS5 em dois lotes de virus diferentes. As linhas representam a Média = SD
das amostras. Como os dados apresentaram distribuicdo normal, a analise estatistica foi feita através

do teste t ndo pareado.

O método utilizado foi eficaz para produzir os lotes de virus. A concentragao
de favipiravir foi suficiente para diminuir a replicagdo, mas ainda assim, manter o

titulo do virus alto o suficiente para viabilizar seu uso na infeccdo do mosquito.

3.2 TRATAMENTO EM CELULAS DE MAMIFERO COM FAVIPIRAVIR DIMINUI
A PREVALENCIA DE INFECGCAO NO AEDES AEGYPTI

Para testar se as alteragdes induzidas pelo favipiravir interferem na dinamica
de infeccao, utilizamos o ZIKVfav para infectar o Aedes aegypti. Sete dias apds a
infecgdo, coletamos os mosquitos e seu titulo viral foi quantificado em
PFU/mosquito, através de ensaio de placa. Nos quatro experimentos de infeccao
realizados, utilizamos trés lotes diferentes de ZIKVfav. Os resultados obtidos
seguiram a mesma tendéncia, independente do lote de virus, e por isso foram
compilados. Também testamos qPCR para avaliar a carga viral (Fig. 3 A e B). Nisso,
obtivemos resultados semelhantes aos do ensaio de placa. No entanto optamos por
manter a titulacdo por PFU como método principal, pois a analise por gqPCR pode
superestimar a infectividade do virus (Tesla et al. 2018).
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Figura 3: Resultados da titulagdo por gPCR de mosquitos infectados com ZIKVfav ou ZIKVdmso em 7
d.p.i. O gene viral utilizado para analise foi NS5. (A) Cada ponto representa o nivel de expresséo de
NS5 apenas dos mosquitos infectados. As barras indicam a mediana e a linhas o intervalo interquartil.
(B) Porcentagem de mosquitos infectados por ZIKVfav ou ZIKVdmso. Em A foi utilizado o teste de

Mann Whitney e em B chi-quadrado.

Em um panorama geral da infec¢ao (Fig. 4 A), comparamos a carga viral de
todos os mosquitos que foram titulados. Como controle, quantificamos o input da
mistura de sangue e virus que foi oferecida na alimentagdo para os mosquitos. Isso
garante que ambos 0s grupos receberam a mesma quantia de ZIKVfav ou
ZIKVdmso em PFU/mI. Para avaliar a intensidade da infecgao, relacionamos o titulo
viral apenas dos mosquitos infectados em cada grupo (Fig. 4 B). O objetivo é
analisar se, depois que a infeccao ocorreu, o virus mantém a capacidade de

replicacéo. Nesse caso, ndo observamos diferenga entre os grupos tratados e nao

tratados com favipiravir.
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Figura 4.: Resultados da titulagdo por ensaio de placa de mosquitos infectados com ZIKVfav ou
ZIKVdmso em 7 d.p.i. (A) Resultados da titulagdo dos mosquitos e input. O input representa a carga
viral no sangue oferecido aos mosquitos (B) Titulo viral apenas dos mosquitos infectados. (C)
Porcentagem de mosquitos infectados por ZIKVfav ou ZIKVdmso. Cada ponto representa o titulo viral
do corpo todo de um mosquito. As barras indicam a mediana e a linhas o intervalo interquartil. Em B

foi utilizado o teste de Mann Whitney e em C chi-quadrado.

Esses resultados sugerem que as alteragdes geradas pelo favipiravir nao
prejudicam a capacidade do ZIKV de replicar nas células do mosquito, pois o titulo
viral dos infectados nao difere entre os grupos. Isso pode ter ocorrido pois mesmo
apo6s atravessar um gargalo populacional na infecgdo do intestino do mosquito, os
flavivirus conseguem recuperar sua aptidao, gracas ao ganho de diversidade gerado
pela replicagéo de baixa fidelidade da RdRp (Grubaugh et al. 2016; Sim et al. 2015;
Lequime et al. 2016). Esse fendmeno é propiciado em células de insetos pois a via
do RNAI gera uma pressao seletiva que favorece a diversificagdo do genoma viral

como mecanismo de escape. Isso pode ser observado em um estudo que
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demonstrou menor diversidade viral do West Nile Virus em células de drosophila
com a via do RNAI silenciada (Brackney et al. 2015).

Quando comparamos a prevaléncia de infecgdo (Fig. 4 C), notamos 30% a
menos de mosquitos infectados no grupo que recebeu o ZIKVfav em relagdo ao que
recebeu o ZIKVdmso. Isso indica que as alteragdes induzidas pelo favipiravir
prejudicaram a capacidade de infecgdo do ZIKV. Como um analogo de purinas, o
favipiravir aumenta o indice de mutagdes na quasispécie e induz maior frequéncia
de trocas de G para A e C para U (Bassi et al. 2018). Em um estudo que utilizou o
West Nile Virus, uma populagao viral com mais mutantes, gerada por uma variante
com replicagcdo de menor fidelidade, teve infectividade prejudicada no Culex
quinquefaciatus (Van Slyke et al. 2015). Esses dados sugerem que a diferenga na
prevaléncia de infeccdo pode ser devido ao aumento no numero de mutantes letais,
gerado pela interagado do favipiravir com a RdRp. Entretanto, ainda € necessario
realizarmos o sequenciamento do ZIKVfav e do ZIKVdmso, para avaliar se houve o
aumento da proporgao de mutantes.

Esses resultados demonstram que as altera¢des causadas pelo favipiravir na
quasispécie podem ter gerado mutantes que possuem capacidade de infecgao
prejudicada. Também pode ser que particulas defectivas ou de RNA subgenémico
estejam hiperestimulando a via do RNAI. Isso é evidenciado pela menor prevaléncia

de infecgdo dos mosquitos alimentados pelo ZIKVfav.

3.3 O GRUPO DE MOSQUITOS ALIMENTADO PELO ZIKVFAV RECEBEU O
DOBRO DE RNA VIRAL DURANTE A INFECGAO

Durante a infecgdo dos mosquitos com ZIKVfav ou ZIKVdmso, nos
normalizamos para ambos 0s grupos a mesma concentracao de particulas
infecciosas em PFU/mI. As aliquotas de ZIKVfav possuiam um titulo viral menor, e
por isso, era necessario um volume maior desse virus na alimentacdo dos mosquitos
que o ZIKVdmso. Isso implica que um grupo de mosquitos poderia estar recebendo
mais RNA viral que o outro. Por isso, coletamos o input de virus de duas infeccoes
para analise da expressao dos fragmentos virais de 5’UTR e NS5 por gPCR. A partir
disso, confirmamos que ambos os grupos de mosquitos foram alimentados com a
mesma quantia de virus em PFU/mI, entretanto no grupo que recebeu o ZIKVfav

havia o dobro de RNA viral em comparagé&o ao controle (Fig. 5 A e B).
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Figura 5: Andlise por ensaio de placa (PFU/ml) e gqPCR do input do virus que foi oferecido através da
alimentacéo para os mosquitos em dois dias diferentes (A e B). No gPCR foi analisada a expressao

dos fragmentos virais 5’UTR e NS5.

A partir desses resultados, confirmamos que na tentativa de normalizar a
alimentacdo dos dois grupos de mosquitos através de PFU/mI, geramos uma
diferengca na quantia de RNA viral. Essa discrepancia pode ser responsavel pela
diferenga na prevaléncia de infecgdo em 7 d.p.i. Em dengue, se observou que a
maior proporcdo de RNA viral em comparagdo com a quantidade de particulas
infectivas, pode prejudicar a infecgdo do virus em células C6/36 (Li et al. 2011;
Brackney et al. 2015). Entretanto, existem diversos tipos de RNA’s subgendmicos, e
mesmo que alguns deles favoregam a persisténcia da infecgao pelo ZIKV (Slonchak
et al. 2020), ha outros que podem reduzir a aptidao do virus. Sequéncias especificas
de RNA ja se mostraram prejudiciais tanto in vitro, ao dificultar a infecgdo de Dengue

em C6/36, quanto in vivo, ao inibir a disseminagdo do Chikungunya no Aedes
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aegypti (Wang et al. 2020; Levi et al. 2021). O mecanismo por tras disso ainda é
desconhecido, mas estudos in vitro mostraram que RNA’s subgenémicos podem se
ligar a proteinas virais, como NS3 e NS5, e prejudicar a replicagdo. Também é
possivel que isso aconteca através da estimulagdo do sistema imune da célula pelos
RNA’s subgendémicos (Wang et al. 2020; Levi et al. 2021).

A diferenga na prevaléncia de infecgdo observada em 7 d.p.i, pode ser devido
ao grupo de mosquitos que se alimentou do ZIKVfav ter recebido mais RNA viral.
Uma hipotese que levantamos € que os RNA’s subgendmicos podem ser
reconhecidos por Dcr-2 e assim servir de molde para a degradagao de particulas
infectivas. Dessa forma, a hiperativacdo da via do RNAIi poderia estar prejudicando a

infecgao.

34 O TRATAMENTO COM FAVIPIRAVIR NAO INTERFERE NA
DISSEMINACAO DO VIiRUS ATE A SALIVA

Para dar continuidade ao seu ciclo de replicacéo, o ZIKV precisa atingir a
saliva do mosquito para ser transmitido ao hospedeiro humano. Dessa forma,
decidimos avaliar se as alteragdes geradas pelo tratamento com favipiravir também
interferem com a capacidade do ZIKV de se disseminar pelo corpo do Aedes
aegypti. Para isso, coletamos a saliva de mosquitos infectados em 21 d.p.i. (Fig. 6
A), esse tempo € necessario para possibilitar que o virus chegue até a saliva. O
titulo viral foi quantificado através da formacao de focos, utilizando o anticorpo 4G2
(FFU/ml), pois é considerada mais confiavel, visto que em algumas amostras o virus
nao formou placas de lise, o que impossibilita quantificar através de cristal violeta
(PFU/mI).
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Figura 6.: Resultados da titulagdo por ensaio de placa da saliva de mosquitos infectados com ZIKVfav
ou ZIKVdmso em 21 d.p.i. (A) Resultados da titulagao da saliva e input. (B) Titulo viral apenas das
salivas infectadas. (C) Porcentagem de mosquitos infectados por ZIKVfav ou ZIKVdmso. Cada ponto
representa o titulo viral da saliva de um mosquito. As barras indicam a mediana e a linhas o intervalo

interquartil. Em B foi utilizado o teste de Mann Whitney e em C chi-quadrado.

Os resultados obtidos seguiram tendéncia semelhante ao que foi observado
na titulagdo do corpo todo em 7 d.p.i. Dos mosquitos infectados, ndo observamos
diferenga no titulo viral da saliva (Fig. 6 B). Na prevaléncia de infecgéo, apesar de
nao haver diferengas significativas, observamos tendéncia semelhante a observada
no corpo todo em 7 d.p.i., com o grupo que recebeu o ZIKVfav com menos
mosquitos infectados (Fig. 6 C).

O aumento na prevaléncia de infeccao do ZIKV no mosquito, com o passar
dos dias, é um fendmeno ja observado na literatura (Roundy et al. 2017). E provavel

que isso ocorra pois, com o tempo, o virus que infectou a célula consegue replicar e
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restabelecer diversidade, e assim passa a ser detectavel através de ensaio de placa
ou gqPCR (Poirier e Vignuzzi 2017). Estudos de analise da quasispécie do West Nile
Virus no Culex taeniopus, mostram que a diversidade é mais alta no final da
infeccdo, entre 12 e 19 dias, do que no comeco, entre o dia 1 e 4 (Patterson et al.
2018), o que demonstra que o virus consegue recuperar aptidao.

E possivel que ndo tenhamos encontrado diferenca significativa na
prevaléncia de infecgdo na saliva em 21 d.p.i. por questbes experimentais. A
salivacao é uma técnica de dificil execucao, e ha estudos que mostram que ela pode
subestimar a transmissdo do virus pelo mosquito (Gloria-Soria, Brackney, e
Armstrong 2022). Ainda existe uma desconexado entre a quantidade de virus nos
tecidos e na saliva, o que mostra que processos estocasticos podem influenciar o
quanto de virus que se dissemina até a glandula salivar. Em tecidos diferentes
existem ambientes celulares independentes, que possuem fatores diversos que
influenciam na replicacdo do virus (Novelo et al. 2019). De qualquer modo, o
favipiravir parece nao interferir na disseminacéo do virus pelo mosquito, pois nao ha

diferenga no titulo viral entre os infectados.
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4CONCLUSAO

Os resultados apresentados sugerem que o favipiravir € um farmaco que
nao ira favorecer a disseminacdo do ZIKV, pois prejudica sua capacidade de
infeccdo no mosquito. Porém, mais testes sdo necessarios, como avaliar a viruléncia
do virus presente na saliva do mosquito. O favipiravir & eficiente em reduzir o
numero de particulas infecciosas e a quantia de RNA viral do ZIKV em células. Ao
inibir a replicacdo, o uso desse farmaco também pode interromper a disseminacao
do ZIKV e reduzir o titulo viral no sangue das pessoas infectadas e dificultar que
mais mosquitos se infectem. Desse modo, o uso do farmaco pode ser uma forma de
controlar a disseminagao do ZIKV.

A partir do uso do favipiravir, sugerimos que sua interacdo com a RdRp
gerou uma quasispécie que possui pior desempenho na infeccdo do mosquito.
Pretendemos realizar a analise de sequenciamento dessa populagao viral, pois €
importante identificar se os prejuizos na infecgdo do virus foram devido ao aumento
de particulas defectivas ou por algum mutante especifico que possui menor aptidao.
Para os mosquitos infectados, em que o ZIKVfav conseguiu superar o gargalo da
infeccdo, os dados sugerem que o virus consegue restabelecer a quasispécie e
superar as alteragdes causadas pelo favipiravir, pois ndo encontramos diferenga no
titulo viral no corpo todo nem na saliva. Com isso, nossos dados corroboram a
afirmacao de que variagdes nas taxas de mutacdo da RdRp reduzem a aptidao do
virus.

Além do sequenciamento da quasispécie do ZIKVfav, também pretendemos
testar a hipotese de que a hiperativagado da via do RNAIi por RNA’s subgendmicos
leva a diferenga na prevaléncia de infec¢do dos mosquitos. Para isso, planejamos
separar particulas infecciosas do RNA incompleto do ZIKVfav e do ZIKVdmso,
através de gradiente de sacarose. Dessa forma, evitamos a influéncia de particulas
subgendmicas na infeccdo. Também pretendemos silenciar a proteina Ago-2 nos
mosquitos, um componente importante da via do RNAI, e repetir os experimentos de
infeccdo para observar se obtemos o mesmo fenétipo de diferenca na prevaléncia
de mosquitos infectados. Através desses experimentos, teremos informagdes
importantes sobre como RNA viral e particulas infectivas interagem com o sistema

imune do mosquito durante a infecgao.
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