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RESUMO

A Febre Oropouche, causada pelo Ortobuniavirus Oropouche (OROV), ja foi
responsavel por mais de 30 epidemias desde 1960 na América do Sul, afetando
mais de 500.000 pessoas no Brasil. Embora seja considerada a segunda arbovirose
mais frequente no pais, se apresenta subdiagnosticada devido as semelhancas
clinicas da febre Oropouche a dengue, Zika, febre mayaro e chikungunya. Estudos
in vitro e in vivo tem demonstrado a capacidade desse virus de ocasionar efeito
citopético e elevadas porcentagens de infecgcdo em diferentes linhagens celulares.
A morte celular observada na infec¢cdo por ORQV ja foi relacionada ao processo
apoptotico devido a replicacao viral, entretanto, aspectos da regulacao da apoptose
no contexto dessa infecgcdo permanecem desconhecidos. Além dos elementos
regulatorios basicos da apoptose, como proteinas anti e pré-apoptéticas, RNAs
longos néo codificantes (do inglés, long non-coding RNA (IncRNAs)) tém sido
investigados como potenciais reguladores desse processo. Os INncCRNAs tém sido
associados a diferentes atividades celulares no ambito da carcinogénese, mas seu
papel no contexto de infec¢des por arbovirus permanece pouco explorado. Dessa
forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar a expressdo dos IncRNAs HOTAIR e
NEAT1 em células Huh7.5 no decorrer da infeccdo por OROV. Células Huh7.5
foram infectadas em multiplicidade de infec¢éo de 0,004 e avaliadas nos tempos de
6, 24 e 48 horas poés-infeccao (hpi) . O processo de morte celular foi caracterizado
pela expressao relativa, por reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR),
dos genes BCLX-L e BAX. A expressdo dos IncRNAs foi avaliada por gPCR e
analisada através do método 222Ct Nos tempos de 6 e 24 hpi, as células
apresentaram uma elevacdo na razdo da expressao relativa de BCLX-L/BAX.
Entretanto 48 hpi foi observada uma redugédo nessa razdo como um indicativo de
morte celular por apoptose. As expressoes relativas dos dois transcritos de NEAT1,
NEAT1 1 e NEAT1_2, assim como do IncRNA HOTAIR aumentaram com o
decorrer do tempo de infeccdo, com maior expressao sendo observada 48 hpi,
coincidente com o processo de morte celular. Estudos futuros envolvendo a funcéo
dos transcritos durante a morte celular decorrente da infecgdo por OROV podem
elucidar quais os genes envolvidos e regulados nesse processo, bem como a via
pela qual esses transcritos regulam etapas chaves da infeccdo e apoptose.

Palavras chave: RNA longo ndo codificante; apoptose; infeccdo; Oropouche;
expressao relativa.



1 INTRODUCAO

A febre Oropouche é a segunda arbovirose mais frequente no Brasil, causada
pelo ortobuniavirus Oropouche (OROV) e ja tendo acometido mais de 500.000
individuos desde a sua descricdo (ADAMS et al., 2017). Apesar de ser responsavel
por mais de 30 epidemias no pais desde 1960, é uma doenca negligenciada e
subdiagnosticada devido as semelhangas clinicas com outras arboviroses como
dengue, Zika e chikungunya (DE SOUZA LUNA et al.,, 2017; TRAVASSOS DA
ROSA et al., 2017). Os sintomas dessa doenca febril envolvem dores de cabeca,
mialgia, artralgia, fotofobia, tonturas e sintomas semelhante aos de meningite
devido a capacidade do virus de atingir o sistema nervoso central (SNC) (ROMERO-
ALVAREZ; ESCOBAR, 2018; SAKKAS et al., 2018; VERNAL; MARTINI; DA
FONSECA, 2019). Embora seja uma doenca negligenciada, a infec¢ao pelo virus
tem o potencial para se tornar uma doenca emergente na América Central e
América do Sul devido as altera¢des ambientais como desflorestamento, alteraces
climaticas e mesmo atividades humanas que possibilitariam a disseminagcdo do
virus devido a expanséao e contato com os mosquitos vetores (ROMERO-ALVAREZ;
ESCOBAR, 2018; TRAVASSOS DA ROSA et al., 2017).

Embora ndo tenham sido registrados até o momento casos fatais associados
a infeccdo por OROV, este virus se destaca pela capacidade de infectar diferentes
tipos celulares, de adentrar o SNC e de ocasionar morte celular. A morte celular por
apoptose apresenta um dualismo funcional quando se trata de infeccdes virais, visto
gue pode representar uma tentativa do sistema imune de erradicar a infecgcéo pela
interrupgéo da replicagéo viral ou um mecanismo evolutivo de escape do sistema
imune pelo favorecimento da replicacdo viral (ACRANI et al., 2010; DE SOUZA
LUNA et al., 2017; PROENCA-MODENA et al., 2015).

A apoptose esta sob rigorosa regulacdo da expressao génica para que ocorra
de forma eficiente e adequada, uma vez que qualquer desequilibrio nos
mecanismos reguladores da expressdo génica podem culminar em alteracdes
significativas e no favorecimento de uma das funcgdes relacionadas a infec¢éo viral
(ATIANAND; FITZGERALD, 2014; LI et al., 2016). Dentre os elementos que podem



estar envolvidos na regulacdo génica da apoptose estdo os RNAs longos nao
codificantes (INCRNAS), transcritos com mais de 200 nucleotideos de tamanho e que
exercem funcéo regulatéria por diferentes mecanismos (GLOSS; DINGER, 2016;
YANG; FROBERG; LEE, 2014). Alguns IncRNAs como HOTAIR, NEAT1 1 e
NEAT1 2 tém sido associados ao processo de apoptose por serem capazes de
regular genes de resposta ao dano ao DNA e também pela interagdo com outros
elementos regulatorios no contexto de alteragBes tumorais (NIE et al., 2015; LI et
al., 2016; YU et al., 2017; JIANG et al., 2016). Entretanto, o papel desses transcritos
ainda nao foi avaliado quanto a morte celular em infec¢des virais, podendo auxiliar
no entendimento de como a morte celular ocorre durante uma infecc¢ao viral.

Sendo assim, o objetivo desse trabalho € relacionar a expressdo dos
INcRNAs HOTAIR, NEAT1 1 e NEAT1_2 com o processo de morte celular induzido
pela infeccdo por OROV.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BUNIAVIRIDAE

A familia Bunyaviridae é a maior e mais diversa familia de virus, contando
com mais de 350 membros que estdo divididos em 5 géneros: Hantavirus,
Nairovirus, Orthobunyavirus, Phlebovirus e Tospovirus (ADAMS et al., 2017). A
caracterizagdo dessa familia teve inicio com o isolamento e descricdo do
Bunyamwera virus (BUNV) em 1943 (SMITHBURN et al., 1946) e desde entdo
novas espécies tém sido descritas, o que justifica a ampla diversidade genética e
distribuicdo global desses virus (ADAMS et al., 2017). Presentes em 5 continentes,
os buniavirus s@o responsaveis por epidemias, epizootias e danos agricolas por
apresentarem espécies capazes de infectar animais, humanos e plantas. Com
excecao dos virus pertencentes ao género Hantavirus, que podem ser transmitidos
através das excretas de roedores, a maioria dos buniavirus séo transmitidos por
artropodes (WALTER; BARR, 2011).

Os géneros enquadrados na familia Bunyaviridae, com excecdo do
Tospovirus que apresenta espécies capazes de infectar plantas, apresentam
espécies como Hantaan virus, Crimean-Congo Hemorrhagic fever virus, Oropouche
virus e Rift Valley fever virus, entre outras, sdo capazes de levar o hospedeiro a
Obito devido a condic@es clinicas como febres hemorragicas, encefalites e distlrbios
renais (AMROUN et al., 2017; FERRON et al., 2017).

Os ortobuniavirus sao virus de RNA fita simples sentido negativo, esféricos
e envelopados com tamanhos que variam de 80 a 120 nm (SAKKAS et al., 2018).
Apresentam genomas trissegmentados, nomeados de acordo com a quantidade de
nucleotideos de cada segmento, e responsaveis pela codificacdo de 4 proteinas
estruturais (FIGURA 1). O segmento S, do inglés small, codifica a
ribonucleoproteina N que compdem o nucleocapsideo. O segmento médio (do
inglés, medium, M) codifica um polipeptidio precursor de glicoproteinas de
superficie (Gn e Gc) e as proteinas acessorias NSm e NSs). As glicoproteinas de

superficie, apos clivagem das proteinas acessorias, sdo alocadas em



heterodimeros no envelope viral de forma a serem responsaveis pelo tropismo
celular por determinados tipos celulares e pelo processo de fusdo do envelope
celular a membrana da célula alvo (AMROUN et al., 2017; SUN et al., 2018). A
proteina acessoria NSm atua como proteina integral de membrana e embora nao
possua papel claro, em determinadas espécies tem sido relacionada a montagem
viral, replicacdo e processo de apoptose. Em contrapartida, a proteina acessoria
NSs foi descrita como sendo capaz de inibir as respostas envolvendo interferon,
atuando como um importante mecanismo de evasdo da resposta imune do
hospedeiro (FERRON et al., 2017). Adicionalmente, o segmento grande (do inglés
large, L) codifica a proteina L que € a RNA polimerase viral dependente de RNA

(AMROUN et al., 2017; SUN et al., 2018).

Glicoproteinas (Gn e Gc)

Polimerase (L)

\ RNA gendmico

Nucleoproteina{N)

=

Ribonucleoproteina

Figura 1 — Esquema ilustrativo de virus da familia Bunyaviridae. Representacdo do
envelope viral contendo as glicoproteinas de superficie (Gn e Gc), genoma divido em trés
segmentos, ribonucleoproteina e polimerase viral.

Fonte: Adaptado de Romero-Alvarez, Escobar, 2018.

O ciclo de infec¢do dos buniavirus (FIGURA 2) inicia-se com a ligacédo das
proteinas Gn ou Gc a receptores celulares levando a endocitose da particula viral.
O ambiente acido do endossomo é responsavel por uma mudanca conformacional

nas proteinas de envelope viral, fazendo com que este se fusione a membrana



endossémica (SANTOS et al.,, 2008). O nucleocapsideo atinge o citoplasma da
célula hospedeira sem que ocorra o desnudamento total do capsideo e € entdo
dirigido para o reticulo endoplasmatico, onde se inicia a sintese proteica.
Primeiramente, utilizando-se da polimerase viral, ocorre a transcricdo primaria da
fita de RNA polaridade negativa em RNA mensageiro (MRNA) de polaridade
positiva, seguindo-se de forma acoplada a replicagado em RNA complementar
(RNAC) e traducdo dessa molécula. Também ocorre a traducdo do segmento M,
gue se liga a ribossomos da membrana do reticulo endoplasmatico rugoso para que
ocorra a sintese de uma poliproteina que sera clivada originando Gn e Gc. A
polimerase viral L, altera sua funcéo de transcricdo primaria de RNAm do genoma
viral para a multiplicacdo do genoma da progénie. Ap6s o acumulo das
glicoproteinas viral no complexo de Golgi, ocorre a montagem e liberacdo da
progénie através de vesiculas secretorias (AMROUN et al., 2017; SUN et al., 2018;
WALTER; BARR, 2011).

Nucieoprotein: o

TR
"' RdRp: e

Figura 2 — Ciclo de infec¢cdo de Ortobuniavirus. 1) Ligagdo do virus através das
glicoproteinas de superficie a receptores celulares; 2) Entrada na célula por endocitose; 3)
Alteracdo de pH na vesicula ocasiona mudanga conformacional e desnudamento parcial do
virus; 4) Transcrigdo primaria e replicagdo do RNA pela polimerase viral; 5) Transporte da

9



progénie viral para o Golgi; 6) montagem viral; 7) liberacdo de novos virus por vesiculas
gue se fundem a membrana. Fonte: Adaptado de Amroun, 2017.

Apesar do mecanismo do ciclo de infec¢do dos ortobuniavirus descrito acima
se aplicar de forma genérica a todos os componentes desse grupo taxondmico,
cada espécie pode apresentar particularidades nesses processos, variando desde
ao tipo de receptor ao qual a particula viral ira se ligar, até a participacdo de
proteinas na montagem viral ao final do ciclo (FERRON et al., 2017; WALTER,;
BARR, 2011).

2.2 VIRUS OROPOUCHE

Descrito pela primeira vez em 1955 em Vega de Oropouche, Trindade e
Tobago (ANDERSON et al., 1961) o virus Oropouche (OROV) é um virus
pertencente a familia Bunyaviridae, ao género Orthobunyaviridae e ao subclado A
do sorotipo Simbu (ADAMS et al., 2017). Este sorotipo apresenta ampla distribuicao
global e diversidade genética, dividindo-se em complexos, dentre os quais esta
presente o complexo Oropouche (SAKKAS et al., 2018).

Presente na América Central e do Sul, até o momento foram identificados
quatro genatipos virais diferentes para OROV que se distribuem entre os seguintes
locais: Brasil, Trindade e Tobago, Panama e Peru (ROMERO-ALVAREZ;
ESCOBAR, 2018) (FIGURA 3). A classificacdo de OROV em gendtipos e
subgendtipos sugere indicios para compreensdo da evolugdo e distribuicao
geografica desse virus, com o primeiro genétipo tendo surgido a aproximadamente
112 anos atras e tendo como justificativa para essa diversidade genética o processo
de reagrupamento viral, no qual dois virus geneticamente relacionados infectam
simultaneamente uma mesma célula, permitindo trocas genéticas durante o ciclo de
infeccédo (SAKKAS et al., 2018).
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Genétipo |
Genotipo
Genétipo lll
Gendtipo IV S

Figura 3 - Distribuicdo dos genotipos de OROV na américa Central e do Sul. Simbolo
vermelho: gendtipo |; simbolo verde: gendtipo II; simbolo azul: genétipo 11, Simbolo amarelo:
genotipo V.
Fonte: Adaptado de Travassos da Rosa e colaboradores, 2017.

Os reservatérios naturais de OROV sdo mamiferos, aves selvagens e
roedores e 0s vetores capazes de transmitir esse virus incluem as espécies
Culicoides paraenses, Culex quinquefasciatus, Coquilletidia venezuelensis e Aedes
serratus (ROMERO-ALVAREZ; ESCOBAR, 2018; SAKKAS et al.,, 2018). A
transmissdo pode ocorrer dentro de um ciclo silvestre do virus ou de ciclo urbano,
sendo o ser humano o principal elo de ligac&o entre os dois ciclos pela formacao de
um ciclo urbano/periurbano (FIGURA 4). Acredita-se que alteracdes ambientais
como desflorestamento, invaséo de habitat naturais, alteragcfes climaticas e mesmo
atividades humanas e animais, como processos migratérios, possam ser 0S
responsaveis pelos surtos esporadicos de infeccbes por OROV (ROMERO-
ALVAREZ; ESCOBAR, 2018; TRAVASSOS DA ROSA et al., 2017).
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Bradypus tradactilus

I

Passaros Cubcordos paraensis
Coquiietticha venezuelens's Culex quinquefascistus

Ochlerotatus serratus

Caflitrix floviceps
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Figura 4 - Ciclo de transmissdo do OROV. Ciclo silvestre inclui diferentes espécies de
primatas, roedores e passaros, podendo conter vetores de diferentes espécies. Ciclo
urbano inicia-se com a acdo do vetor transmitindo o virus para o humano e pode se
expandir com novos vetores sendo infectados e mantendo o virus no ambiente urbano.
Fonte: Adaptado de Travassos da Rosa e colaboradores, 2017.

Agente causador da Febre Oropouche, o virus Oropouche (OROQOV) foi
responsavel por mais de 30 epidemias desde 1960, afetando mais de 500.000
pessoas no Brasil. Embora seja a segunda arbovirose mais frequente no Brasil,
apresenta poucos casos registrados devido as semelhancas clinicas da febre
Oropouche a dengue, Zika, febre mayaro e chikungunya, ocasionando o
subdiagnéstico e diagnoéstico incorreto dessa doenca (ROMERO-ALVAREZ,

ESCOBAR, 2018).
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2.3 FEBRE OROPOUCHE

A febre Oropouche é caracterizada por uma doenca sistémica, com padrao
sazonal relacionado ao periodo de chuvas (ROMERO-ALVAREZ; ESCOBAR,
2018). A infecgéo se inicia ap0s a picada de um vetor de ORQV, e apesar de néo
terem sido reportados casos de transmissfes entre humanos, hé relatos de infeccao
por via respiratoria em ambiente laboratorial (PINHEIRO, 1981). O periodo de
incubacédo varia de 4 a 8 dias, seguindo-se de um periodo sintomatico e de alta
viremia no qual o individuo pode servir de reservatorio do virus para os vetores. O
periodo agudo da doenca dura de dois a sete dias, com 60% dos casos
apresentando um conjunto de sintomas semelhante ao de outras arboviroses (DE
SOUZA LUNA et al., 2017; TRAVASSOS DA ROSA et al., 2017). Entre os sintomas
destacam-se: febre, dor de cabeca, mialgia, artralgia, tonturas, fotofobia, erupcao
cutanea, calafrios, astenia e em alguns casos sintomas semelhantes aos de
meningite (ROMERO-ALVAREZ; ESCOBAR, 2018; SAKKAS et al.,, 2018; VERNAL;
MARTINI; DA FONSECA, 2019; DE SOUZA LUNA et al., 2017).

A infeccdo causada por OROV pode apresentar sintomas de encefalite, ja
tendo sido observada a presenca do virus no sistema nervoso central (SNC), apesar
de nao estar clara sua via de entrada (BASTOS et al., 2012; VERNAL; MARTINI;
DA FONSECA, 2019). Estudos recentes sugerem a utilizacdo de um mecanismo de
cavalo Tréia que justifique a passagem de ORQV pela barreira hematoencefalica
através da utilizacdo de fagdcitos infectados (RODRIGUES et al.,, 2011).
Adicionalmente, estudos in vitro tém demonstrado a capacidade desse virus de
infectar diferentes linhagens celulares, apresentar um efeito citopatico e acarretar
morte celular pela via intrinseca da apoptose de maneira dependente da replicacdo
viral e sintese proteica. Tais efeitos da infec¢éo viral podem justificar os sintomas
sistémicos da doenca e auxiliar a disseminacdo da progénie viral para células
vizinhas, podendo também alterar as respostas imunes antivirais do hospedeiro
(ACRANI et al., 2010; DE SOUZA LUNA et al., 2017; PROENCA-MODENA et al.,
2015).
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O diagnodstico dessa doenca pode ser realizado por métodos imunolégicos,
isolamento viral ou técnicas de biologia molecular (ROMERO-ALVAREZ;
ESCOBAR, 2018; SAKKAS et al., 2018; VERNAL; MARTINI; DA FONSECA, 2019).
O tratamento para febre Oropouche restringe-se apenas ao controle dos sintomas,
embora estudos ja tenham avaliado o papel do antiviral ribavirina e de interferon alfa
(IFN-a) na infecgdo por OROV (LIVONESI et al., 2006; LIVONESI et al., 2007).
Ainda ndo hé vacinas disponiveis contra OROV e as medidas preventivas para essa
doenca envolvem cuidados pessoais como a utilizacdo de repelentes e telas de
protecdo contra mosquitos, e também medidas de controle dos vetores (BENELLI
et al., 2017; SAKKAS et al., 2018).

24 APOPTOSE

A apoptose € um processo de dissolucao nuclear sem perda de integridade
da membrana e sem desencadeamento obrigatério de uma resposta inflamatoria
(ORZALLI et al., 2018). Pode ocorrer de forma fisiolégica através da eliminacéo de
tecidos durante a embriogénese, involucdo de tecidos hormdnio-dependente na
auséncia de hormonios (menstruacao), perda celular em populacdes proliferativas,
morte de células que ja cumpriram seu papel, eliminacao de linfécitos autorreativos
e morte celular induzida por linfocito T citotoxico. A apoptose pode também ocorrer
em resposta a um processo patologico decorrente de lesdo ao DNA, acumulo de
proteinas anormalmente dobradas na célula, lesdo celular por infeccédo e atrofia
tecidual, entre outros tipos de estresse (ACRANI et al., 2010; KUMAR, 2010).

A apoptose desencadeia diversas alteracdes morfolégicas que envolvem
diferentes fases de condensacdo e agregacdo da cromatina até atingir cariorrexe,
retracdo celular e fragmentacdo em corpos apoptéticos que serdo fagocitados
rapidamente, no entanto, a apoptose pode ser histologicamente indetectavel
(HUERTA et al.,, 2007; PERLMAN et al., 1999). O mecanismo molecular da
apoptose culmina na ativacdo de caspases, que sSdo enzimas cisteinas proteases
que clivam proteinas em residuos asparticos. A ativagdo da apoptose pode ocorrer

por dois mecanismos distintos: por via mitocondrial (via intrinseca) e via receptor de
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morte (via extrinseca) (FIGURA 5). As caspases ativadas inicialmente sao
denominadas desencadeantes (8 e 9) e as caspases seguintes sdo denominadas
executoras. As caspases agem clivando varios alvos e ativando nucleases que
clivam nucleoproteinas, DNA, componentes da matriz nuclear e do citoesqueleto
levando a fragmentacéao celular (HUERTA et al., 2007; SUSAN, 2007).

VIA MITOCONDRIAL VIA DO RECEPTOR DE MORTE
(INTRINSECA) (EXTRINSECA)
[ 1
[ Interagoes ligante-receptor
* Fas
e = ll\\_- Receptor TNF

Lesdo celular " Mitocondria

* Subtrag#o de fator - X Proteinas adaptadoras .
de crescimento A y A
* Lesdo de DNA A \
(por radiago, . ST ~ocromo ¢ - | Caspases

toxinas, radicais / Efetores da familia 6 outras proteinas desenqadeantes

/
livres) /  Bel2 (Bax, Bak) pro-apoptoticas |
«Proteina ~_ |/ A ) Caspases
mal dobrada \g) : Reguladores execzloras
(estresse [ Sensores (Bel-2, Bel-x)

do RE)

da familia
Prie o :
7= ivagna Degradagéo 5
de endonucleases S
gmentagéo

nuclear

Licantes para
receptores das
células
fagociticas
Corpo apoptético

Bolha citoplasmatica

Figura 5 - Mecanismos de ativacdo da apoptose. A via intrinseca é ativada em resposta a
danos celulares enquanto na via extrinseca receptores atuam como sinalizadores iniciais
da apoptose. Autor: Robins, 2014.

Na via mitocondrial também denominada via intrinseca, a presenca de dano
ao DNA, auséncia de fator de crescimento e presenca de proteinas mal dobradas
ocasiona a ativacéo de proteinas BH3, que pertencem a familia Bcl-2 e agem como
sensores. Essa familia compreende mais de 20 proteinas que controlam a
permeabilidade da mitocondria determinando se a célula sobrevive ou morre por
apoptose. Quando as proteinas BH3 séo ativadas elas ativam Bax e Bak, membros

pré-apoptéticos que se dimerizam e se inserem na membrana mitocondrial,
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formando um canal na membrana mitocondrial por onde proteinas como citocromo
c podem extravasar para o citoplasma. Bax e Bak inibem proteinas Bcl-2 e Bcl-x
(proteinas antiapoptdticas) de forma a aumentar o extravasamento mitocondrial
para o citoplasma. O citocromo c liberado no citosol € capaz de ativar caspases (9
- desencadeantes) com o auxilio de cofatores e outras proteinas liberadas séo
capazes de agir como bloqueadores de antagonistas de caspases (inibem
apoptose). A ativacao de caspases resulta na fragmentacao nuclear (ORZALLI et
al., 2018; ZHOU et al., 2017).

Na via de receptor de morte, ou via extrinseca, as células sdo capazes de
disparar a apoptose por meio de receptores de morte, como TNF | e Fas (CD95). O
ligante para Fas (Fas-L) estd presente em linfécitos T ativados que ao
reconhecerem o alvo realizam a ligacdo entre receptor e ligante, sendo este sinal
capaz de recrutar e ativar caspase 8. A caspase 8 ativa Bid, fator pré-apoptético e
pertencente a familia Bcl-2 e portanto também relacionado a via mitocondrial. Essa
combinacéo das vias é letal para a célula, mas existem antagonistas capazes de
bloquear a ativacdo de caspase (KUMAR, 2010). Essa via é utilizada para
eliminacao de linfécitos T autorreativos e eliminacao de células alvo por linfocitos T
citotéxico. Para serem fagocitados, os corpos apoptoticos exibem em sua
membrana externa fosfatidilserina, que ira funcionar como sinalizador para células
fagociticas (HUERTA et al., 2007; SUSAN, 2007).

Assim como pode possuir um papel duplo em relacdo a sua acéo fisiol6gica
ou patologica, a apoptose também apresenta esse dualismo funcional quando se
trata de infeccbes virais, uma vez que a apoptose pode servir tanto para inibir a
replicacdo viral por acdo da célula hospedeira ou pode ser utilizada como
mecanismo de disseminacédo viral, na qual o virus induz a apoptose como uma
estratégia de escapar de uma sinalizacdo intensa para o0 sistema imune, como
ocorre no processo de necrose (AMARA; MERCER, 2015; OUYANG; HU; CHEN,
2016).

Por se tratar de um processo celular complexo de multiplas etapas, a apoptose
esta sob rigorosa regulacdo para que ocorra de forma eficiente e adequada, uma

vez que qualquer desbalanco nos mecanismos reguladores da expressédo génica
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pode culminar em alteragdes significativas ha homeostase do organismo (HUERTA
et al.,, 2007; SUSAN, 2007). Além das moléculas sinalizadoras que d&o inicio a
apoptose, tem sido demonstrado o envolvimento de outras moléculas reguladoras,
como RNAs ndo codificantes, no processo de morte celular (ATIANAND;
FITZGERALD, 2014; Ll et al., 2016) .

2.5 RNAs LONGOS NAO CODIFICANTES

Na década de 50 foi proposto um modelo de fluxo légico que pudesse
explicar a conversao de instrucfes presentes no DNA em produtos funcionais
(CRICK, 1970). Tal modelo foi estabelecido como o dogma central da biologia
molecular, e nele moléculas como DNA, RNA e proteinas apresentavam sentido
unidirecional, uma vez que o DNA é duplicado e transcrito em RNA, e este é
traduzido em proteinas. Nesta concepc¢éo classica os RNAs aparecem apenas
como elementos mediadores dos processos, por estarem envolvidos com a
transmissdo de informacédo do DNA para formacgéo de proteinas, e enquadravam-
se em duas categorias, moléculas codificantes como RNAs mensageiros, ou como
moléculas ndo codificantes exclusivamente como RNAs transportadores e
ribossémicos (KUNG; COLOGNORI; LEE, 2013). Entre a década de 80 e 90, na
tentativa de explorar o potencial codificador dos RNAs, foi descoberto o primeiro
gene ndo codificante, H19, indicando a presenca de regides nao codificantes
envolvidas nos processos celulares (BRANNAN, 1990). Apesar dessa descoberta,
pelos 20 anos seguintes, as demais regides nao codificantes do genoma que ainda
ndo possuiam fungéo atribuida continuaram a ser entendidas como residuos do
genoma, sequéncias ‘lixo’ (DERRIEN et al., 2012; KUNG; COLOGNORI; LEE,
2013).

Os dados obtidos a partir de grandes estudos gendmicos, como o Projeto
Genoma Humano revelaram que 93% do genoma humano é transcrito, embora
apenas 1,2% de todo o genoma humano corresponda a regides codificantes para
proteinas (INTERNATIONAL HUMAN GENOME SEQUENCING CONSORTIUM et

al., 2001), sugerindo assim que a maior parte do genoma corresponde a regides
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nao codificantes até entdo tratadas como residuos sem funcdes atribuidas e
desafiando o dogma central da biologia molecular. A descoberta do vasto nimero
RNAs ndo codificantes (ncRNA) prop6s novos mecanismos quanto a interacao entre
as moléculas chave do dogma central da biologia molecular, bem como levantou
guestionamentos quanto a origem, funcao e classificacdo desses elementos néo
codificantes (GLOSS; DINGER, 2016; JARROUX; MORILLON; PINSKAYA, 2017)

Os ncRNA séo transcritos que nao passam pelo processo de traducéo e
podem ser classificados quanto ao tamanho em duas amplas categorias: pequenos
RNAs , que possuem de 21 a 35 nucleotideos (nt), incluindo micro-RNA (miRNA),
RNA de interagdo piwi (pi-RNA) e RNA de interferéncia (SiRNA) entre outros, e RNA
longos (INncRNA), os quais possuem um comprimento maior que 200 nt. Além do
tamanho, essas classes diferem quanto a funcdo, e envolvimento em processos
biol6gicos (CLARK et al., 2011; DE OLIVEIRA, 2019).

Os IncRNAs nédo sédo conservados evolutivamente, possuem estrutura
versatii com a presenca de exons, podem estar sujeitos ao processamento
alternativo, possuem localizacdo subcelular diversa e apresentam alta
especificidade quanto a expressdo. A maioria dos INcCcRNAs de eucariotos séo
produzidos através da transcricdo pela RNA polimerase I, sofrem o processo de
capeamento na extremidade 5’ e podem ou nao ser submetidos a poliadenilacao na
extremidade 3’ (GLOSS; DINGER, 2016; YANG; FROBERG,; LEE, 2014). Devido a
sua recente descoberta e inicio dos estudos, os IncRNAs ainda ndo estdo
completamente anotados e sua classificacdo tem sido realizada a partir de
diferentes parametros como comprimento, localizagdo em relacdo ao genoma,
elementos regulatorios, propriedades dos transcritos e funcdo (DERRIEN; GUIGO;
JOHNSON, 2012; GLOSS; DINGER, 2016).

Uma das classificacbes mais utilizadas é quanto a posicdo desses
transcritos em relacdo a sequencias codificadoras no genoma. Baseada no
GENCODE, pode-se caracterizd-los em: RNA antisenso, transcritos senso
sobrepostos, INcCRNAs intergénicos, transcritos sem ORF e IncRNAs intrénicos
(DERRIEN; GUIGO; JOHNSON, 2012; CIPOLLA et al, 2018).
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Quanto ao mecanismo de acao dos IncRNAs até o momento foi observado
que os transcritos podem atuar em mecanismos de regulacdo epigenética e pos
transcricional, transporte de proteinas, disponibilidade de proteinas e mMRNA,
inativacdo de miRNA e interacdo entre cromossomos (FIGURA 5). Portanto a
classificagdo quanto ao mecanismo de a¢ao agrupa os IncRNAs em moléculas tipo
sinal, chamariz, guia e plataforma (revisto por DE OLIVEIRA et al., 2019; MATHIAS
et al, 2019). Os IncRNAs guia atuam pela ligacdo a proteinas de forma a orienta-las
para gene alvo especifico e assim regulando a expressao desses genes, enquanto
o grupo de IncRNAs considerados chamarizes também se ligam a proteinas, mas
com o intuito de afasta-las da cromatina. Aqueles considerados INcCRNAs sinais
atuam como sinalizadores moleculares para regulacédo génica. E por fim, o grupo
plataforma caracteriza-se por mediar a interacdo entre diferentes moléculas
efetoras que atuam em conjunto (AKHADE; PAL; KANDURI, 2017; FANG;
FULLWOOD, 2016; WANG; CHANG, 2011).

Figura 5 — Representagdo dos mecanismos de acdao dos IncRNAs.
Autor: adaptado de Wang, Chang, 2011

Além da diversidade quanto ao numero de INcCRNAS, suas caracteristicas e

mecanismos de acgdo possiveis, o fato de serem descobertas recentes e nao
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apresentarem funcé&o molecular clara, tem atraido o interesse de pesquisadores em
busca da compreensdo do papel dessas moléculas em processos fisiolégicos e
patologicos. A investigacdo da relacdo entre os transcritos ndo codificantes e
doencas complexas revelou que estes apresentam expressao tecido especifica
relacionada com o estagio da doenca, de forma que possam vir a ser estudados
como alvos terapéuticos (DERRIEN et al., 2012; SAHA et al., 2017). Os IncRNAs
também tém sido avaliados quanto ao papel em diferentes doencas infecciosas e
interacdo entre INCRNAs de parasitas e hospedeiros. Em infeccOes virais 0s
IncRNAs podem exercer funcdo antagonista em relagéo a resposta imune antiviral
do hospedeiro, podem aumentar a expressdo de genes virais, a replicacédo e
montagem viral, auxiliar na laténcia e transformacao viral e controlar o ciclo celular
(ATIANAND; FITZGERALD, 2014; GENG; TAN, 2016; OUYANG; HU; CHEN, 2016;
RIAZ et al., 2016).

Até o momento identificou-se a regulacdo por INcRNAs em diferentes
processos biolégicos como na gametogénese, desenvolvimento, compensacao de
dose, no desenvolvimento e progressao de diferentes doencas, em processos
celulares como proliferacdo, apoptose, senescéncia e comunicacao entre células
(SAHA et al., 2017). Alguns IncRNAs como HOTAIR, GAS5, NEAT1, ANRIL e
lincRNA_p21 tém sido associados ao processo de apoptose por serem capazes de
regular genes de resposta ao dano ao DNA e também pela interacdo com outros
elementos regulatérios no contexto de alterac6es tumorais (NIE et al., 2012; LI et
al., 2016; YU et al., 2017; ZHAO et al., 2018). Entretanto, o papel desses transcritos
ainda nao foi avaliado quanto a morte celular em infecc¢des virais, podendo elucidar

a via pela qual a morte celular ocorre durante uma infeccdo por determinado virus.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

- Avaliar a relagao dos IncRNAs HOTAIR, NEAT1_1 e NEAT1_2 com 0 processo

de morte celular induzido pela infec¢cdo por OROV.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar a susceptibilidade da linhagem celular Huh7.5 & infec¢éo pelo OROV;

- Identificar e quantificar o processo de morte celular induzida pela infeccdo com
OROV;

- Avaliar o estado pré ou anti-apoptético de células Huh7.5 apds a infeccédo por
OROV;

- Avaliar a modulacdo da expressao relativa de IncRNAs em células Huh7.5
infectadas por OROV;

- Analisar o nivel de expresséo relativa de INCRNAs em células Huh7.5 infectadas
por OROV em diferentes tempos pdés infecgao.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 CULTIVO CELULAR, VIRUS E INFECCAO

A linhagem celular Huh7.5 (ATCC PTA-8561), hepatdcitos derivados de
carcinoma hepatico humano, foi cultivada em meio DMEM-F12, suplementado com
10% v/v soro fetal bovino, 1% v/v de antibiéticos penicilina e estreptomicina a 37°C
e 5% de CO:a. As células foram semeadas em placas de cultivo celular de 24 pocos,
2 x 10° células por poco, um dia de antes da infeccédo. A linhagem celular Vero E6
(ATCC CRL-1586), linhagem de células epiteliais de rim de primatas (Cercopithecus
aethiops), foi cultivada em meio DMEM-F12, suplementado com 10% v/v soro fetal

bovino, 1% v/v de antibidticos penicilina e estreptomicina a 37°C e 5% de CO:2. As
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células foram semeadas em placas de cultivo de 24 pocos, 1 x 10° células por pogo,
um dia de antes da infeccao

A cepa viral de OROV foi propagada em células Vero E6 em 4 passagens
seriadas nas mesmas células. Uma garrafa contendo 5 x 108 células Vero E6 foi
inoculada com OROV em em multiplicidade de infeccao (do inglés, multiplicity of
infection (MOIs)) 0,001 e incubada a 37°C por 1 hora. Em seguida foi adicionado
meio de cultura DMEM-F12 suplementado com 10% v/v soro fetal bovino, 1% v/v
de antibidticos penicilina e estreptomicina e as células foram mantidas em cultivo a
37°C e 5% de CO: até ser observado efeito citopatico. O estoque viral utilizado neste
estudo foi titulado em células Vero E6, apresentando titulo de 2,85 x 10° PFUvero
ee/ml.

As infec¢des de células Huh7.5 foram realizadas em MOI de 2,5 a 0,004 em
meio de cultivo sem soro fetal bovino durante 60 minutos a 37°C e 5% CO2, com
manipulacdo em cabine de seguranca NB-2 no laboratério de Virologia Molecular
do Instituto Carlos Chagas. Ap6s uma hora de infec¢cdo o sobrenadante contendo
particulas virais ndo internalizadas foi substituido por meio fresco completo. Apos
intervalos de 6, 24, 48 e 72 horas pos-infeccéo (hpi) as células foram desaderidas
da placa com uso de tripsina (EDTA 0.05%) e separadas em quantidades
adequadas para o ensaio de morte celular e para extragdo de RNA. O mesmo
experimento lancado em paralelo foi utilizado para marcacdo com anticorpo
monoclonal anti-OROV para analise por microscopia para analise de porcentagem

de infeccdo e de numero de células.

4.2 TITULACAO VIRAL

Células Vero E6 foram semeadas em placas de 24 po¢cos numa densidade
celular de 1 x 10° células por poco. O inéculo inicial de 400 pl correspondente ao
sobrenadante das células néo infectadas e infectadas apés 6, 24, 48 e 72 horas,
numa diluicdo 1:10 foi diluido em série num fator de diluicdo 2 até a ordem de
grandeza de 10'°. Cada duplicata de pocos foi incubada por 1 hora com o inéculo a

37°C e a 5%CO0:2. ApoOs a retirada do indculo viral, as células foram incubadas por 7
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dias em uma mistura 1:1 de carboximetilcelulose (CMC) e meio completo DMEM-
12 suplementado com 20% v/v soro fetal bovino, 2% v/v de antibidticos penicilina e
estreptomicina, a 37°C e a 5%CO2. As células foram fixadas com 500 pl
paraformaldeido (PFA) 3% por 20 minutos. Apds o descarte do PFA as células
foram incubadas por 20 minutos a temperatura ambiente com 500 pl/poco de cristal
violeta. A placa foi lavada em &gua corrente e apds secagem as placas formadas
foram contabilizadas para calculo do titulo viral pela formula

PFU
Titulo viral (—)
ml
namero de placas formadas na duplicata 1 L )
= > X 04 x fator de diluicao da duplicata

4.3 IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

Para quantificacdo da infeccdo por OROV as células foram submetidas a
imunofluorescéncia indireta com a utilizacdo do anticorpo monoclonal anti-OROV
63 produzido no Laboratério de Virologia Molecular do Instituto Carlos Chagas.
Células Huh 7.5 foram semeadas em placas de 24 pocos, 2 x 10° células por poco,
e infectadas com OROV em MOI 0,004. ApGs 6, 24, 48 e 72 horas de infec¢do, as
células foram fixadas com adicao de 500 ul de metanol-acetona por pelo menos 24
horas. As células foram submetidas a trés lavagens sucessivas com tampao de
lavagem (PBS/0,05% tween) e entdo incubadas por 1 hora a 37°C com 500pl
anticorpo primério monoclonal anti-OROV 63 diluido 1:800 em PBS/BSA 1%. ApoOs
3 lavagens sucessivas com tampao de lavagem, as células foram incubadas com
500 pl do mix contendo anticorpo secundario anti-lgG conjugado ao fluoréforo
Alexa-Fluor 488 diluido 1:1000, 4',6'-diamino-2-fenil-indol (DAP)I 1:1000 e azul de
Evans 1:1000.

23



4.4 VIABILIDADE CELULAR

A utilizacdo de corantes em testes de viabilidade por exclusédo baseia-se na
incapacidade do corante de adentrar células que possuam integridade da
membrana celular. Dessa forma, células que se apresentem coradas sao
consideradas inviaveis por apresentarem a integridade de membrana
comprometida. Nestes testes, diferentes corantes podem ser utilizados, entre eles
o azul de tripan (STROBER,1997).

A viabilidade de células infectadas e nao infectadas foi determinada pelo teste
de exclusao por azul de tripan. Apés 6, 24, 48 e 72 horas de infeccao as células
foram desaderidas e ressuspendidas em meio de cultivo e azul de tripan na
propor¢do 1:1 (volume/volume). As células foram contadas em microscopio 6tico

com a utilizacdo de um hemocitdmetro.

45 ENSAIO DE MORTE CELULAR

A marcagcdo com anexina V € um processo que consiste na distribuicdo
assimétrica da fosfatidilserina quando iniciada a apoptose, visto que esta proteina
passa a ser exposta na membrana externa da célula (MARTIN et al., 1995). As
células infectadas e nao infectadas foram marcadas com anexina-V e 7—amino-
actinomicina D (7-AAD) conjugados a fluoréforos do kit APC Annexin V Apoptosis
Detection Kit | - BD Pharmingen™ para leitura em citbmetro FACS Canto Il. Apos
desaderir as células, aliquotas de 200 pl de meio contendo células foram
transferidas para uma placa de 96 pocos fundo em U e foram centrifugadas a 2.000
rpom por 4 minutos para descarte do sobrenadante. Em seguida foi adicionado 150
pl de tampéo de ligagéo, repetida a centrifugacéo e descartado o sobrenadante. O
pellet formado foi ressuspendido em 50 pl de mistura contendo Anexina V/APC, e
7-AAD diluidos 1:100 e permaneceram em incubacgao por 15 minutos a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. Foram realizadas duas lavagens com 150 pl de tampéao
de ligacdo ap0s a incubacao e entdo as células foram ressuspendidas em 200 ul de

tampao de ligacéo para leitura em citbmetro em no maximo 1 hora.
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Para identificacdo do processo de morte celular por apoptose tambéem foi
realizada RT-gPCR, a partir do RNA extraido de aliquotas contendo células
infectadas e ndo infectadas, para andlise de expressdo do RNAmM de genes anti-
apoptotico e pro-apoptotico, respectivamente BCL-XL e BAX.

46 QUANTIFICACAO DA INFECCAO

Apos os tempos de 24 e 48 horas de infeccéo, as células infectadas e néo
infectadas foram desaderidas e aliquotas de 200 pl foram transferidas para uma
placa de 96 pocos fundo em U e centrifugadas a 2.000 rpm por 4 minutos para
descarte do sobrenadante. Em seguida foram adicionados 150 pl de solugéo
permeabilizadora Cytofix/Cytoperm™ (BD Bioscience) e a placa foi incubada a
temperatura ambiente e ao abrigo de luz por 20 minutos. Foi repetida a
centrifugacédo e descartado o sobrenadante. Os precipitados celulares formados
foram ressuspendidos em 50 pl de anticorpo monoclonal anti-OROV diluido 1:800
em tampao BD Perm/Wash™ (BD Bioscience) e permaneceram em incubacéo por
30 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Em seguida foi repetida a
centrifugagcéo e descartado o sobrenadante. Os precipitados celulares formados
foram entdo ressuspendidos em 50 pl de anticorpo secundario marcado com o
fluorocromo isotiocianato de fluoresceina (FITC) diluido 1:1000 em tampdo BD
Perm/Wash™ (BD Bioscience) e permaneceram em incubacdo por 30 minutos a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Foram realizadas duas lavagens com 150
pul de tampdo BD Perm/Wash™ apds a incubacdo e entdo as células foram
ressuspendidas em 200 pl de tampao BD Perm/Wash™ para leitura em citbmetro.

Para analise da titulacao viral, apds os tempos de 6, 24, 48 e 72 horas, 0
meio de cultura das células infectadas e néo infectadas foi coletado e titulado em
células Vero E6 por ensaio de formacdo de placas conforme descrito no item 4.2
(COOPER, 1962; BERGOLD; MAZZALI, 1968).
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4.7 EXTRACAO DE RNA E SINTESE DE cDNA

Células infectadas por OROV e controles foram submetidas a extracdo de
RNA utilizando-se RNeasy Mini Kit, da Quiagen®, de acordo com as recomendacdes
do fabricante. Apds desaderir as células com a utilizacdo de tripsina, as células em
suspensao foram centrifugadas para remocdo do meio de cultura e o precipitado
celular formado foi ressuspendido pela adicdo de 350 pl de tampé&o RLT. O lisado
foi homogeneizado por 30 segundos em um vértex e foi adicionado 350 pl de etanol
70% seguindo-se de homogeneizacdo. Setecentos microlitros foram transferidos
para uma coluna com filtro e centrifugado por 2 minutos a 16.000 x g, o liquido
depositado no tubo coletor foi descartado. As colunas com filtro foram adicionados
700 ul de tampé&o RW1 repetindo-se a centrifugacéo anterior e descarte do filtrado.
Foram realizadas duas lavagens na coluna com a adi¢ao de 500 pl de tampéo RPE
seguindo-se a centrifugacdo por 15 s a 16.000 x g. Apos as lavagens foi realizada
a eluicdo do RNA em 30 pL de agua DEPC.

Apbs a extragao, a concentragao de RNA (ug/ml) obtida para cada amostra
foi avaliada por espectrofotometria através do equipamento NanoDrop® 2000 da
Thermo Scientific, bem como o grau de pureza das amostras. O tratamento com
DNase (DNAse Amp Grade Invitrogen®) foi efetuado, conforme recomendacées do
fabricante, com objetivo de eliminar possiveis residuos de DNA.

As amostras de 1 pg RNA livres de contaminantes foram submetidas a
reacao de transcricdo reversa, para obtencdo de DNA complementar utilizando-se
o kit Reverse Transcriptase Superscript Il (Invitrogen®), de acordo com as

recomendacdes do fabricante.

48 @PCR

Para os IncRNAs selecionados foram desenhados oligonucleotideos
iniciadores, do inglés primers, com o auxilio das ferramentas Primer-BLAST e
OligoAnalyzer 3.1 (Integrated DNA Technologies). Os oligonucleotideos foram

desenhados de forma que cada primer compreendesse a por¢cdo de um exon
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diferente excluindo-se a regiao intronica dos genes dos IncCRNAs para evitar que

ocorra amplificacdo de DNA gendmico (Tabela 1).

Tabela 1 Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados para analise de expressao de genes

endogenos, genes apoptoéticos e INcRNAs

Gene Primer Sequéncia 5'-3'
B-ACT f CACCAACTGGGACGACAT
ACTB
B-ACTr ACAGCCTGGATAGCAACG
BAX f GGACGAACTGGACAGTAACATGG
BAX
BAX'r GCAAAGTAGAAAAGGGCGACAAC
BCL-XL f TGCATTGTTCCCATAGAGTTCCA
BCL2L1
BCL-XL r CCTGAATGACCACCTAGAGCCTT
GUSBf CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA
GUSB
GUSBT GAAAATATGTGGTTGGAGAGCTCATT
HOTAIR f TGTAGACCCAGCCCAATTTAAG
HOTAIR
HOTAIR r GGACCTTTGCTTCTATGTTCCTC
NEAT1-1 f TTTGTGCTTGGAACCTTGCT
NEAT1-1r TCAACGCCCCAAGTTATTTC
NEAT1
NEAT1-2 f TCTCCATTTCCCCATCTGAG
NEAT1-2r CAGCCACAGAAAAGGGAGAG

A PCR tempo real foi efetuada utilizando-se o master mix SYBR®Green
(Applied Biosystems) e os oligonucleotideos especificos para cada INCRNA. As
reacoes foram realizadas em triplicata no equipamento Viia 7 Real-time PCR
System (Thermo Fischer Scientific ®). O volume final da reacao foi de 10 pl por poco,
sendo 5,0 ul de master mix SYBR®Green, 4,0 ul de cDNA diluido 1:20 e 0,5 pl de
cada oligonucleotideo. Os genes B-Actina e GUS B foram utilizados como

normalizadores. A reagéo foi realizada com a ciclagem de 95°C por 10 min, 40 ciclos
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de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 min. O calculo da expressao foi realizado

utilizando o método 2 —AACt,

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizado o teste estatistico ANOVA, com correcéo pos-teste de Bonferroni.
Foi realizado teste de correlacdo de Pearson entre os parametros de infecgcdo com
os dados de expressao dos IncRNAs analisados. O valor de significancia foi de p <
0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Permissividade de Huh7.5 ao OROV

Células Huh7.5 foram infectadas com OROV em diferentes MOls (1; 0,5; 0,1;
0,02 e 0,004) nos tempos de 6, 24, 48 e 72 horas para avaliar a permissividade
dessa linhagem ao OROV. Independente do MOI utilizado e do tempo de infeccéo
foi possivel detectar a presenca do virus pela marcagdo com o anticorpo monoclonal
anti-OROV, capaz de reconhecer um epitopo linear de 27 kDa da proteina do
capsideo de OROV, pela técnica de imunofluorescéncia indireta (FIGURA 6).
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Figura 6 Imunofluorescéncia indireta. Indireta de células Huh 7.5. Células néo infectadas (mock)
e células infectadas com diferentes MOls ap0s 6, 24, 48 e 72h de infeccdo foram marcadas
com anticorpo primario monoclonal anti-orov, seguido da marcacao com anticorpo secundario
conjugado ao fluor6foro Alexa-Fluor 488. Em azul, ndcleos marcados com o corante DAPI| e em
verde a marcagdo com Alexa-Fluor 488 do anticorpo secundario. Resultado representativos de

3 experimentos independentes.
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A quantificacdo de infeccdo por OROV foi avaliada por imunofluorescéncia
indireta através da utilizacdo do sistema de andlise de alto conteudo Operetta CLS
e do software Harmony 4.5. Células ndo infectadas e células infectadas em
diferentes MOIs (1; 0,5;; 0,1; 0,02 e 0,004) com 6, 24, 48 e 72 horas apoés adicéo
do inoculo foram marcadas com anticorpo monoclonal anti-OROV. Com 6 horas
apos adicdo do inéculo observam-se porcentagens de infeccao entre 40 e 60% para
0s 4 maiores MOIs. A partir de 24 horas de infec¢do as porcentagem de células
positivas para marcacao com anticorpo monoclonal anti-ORQV é superior a oitenta
porcento para os MOls de 1; 0,5; 0,1 e 0,02. Ainda nesse tempo, observa-se uma
porcentagem de infeccdo proxima a 40% para células infectadas com OROV em
MOI 0,004. Com 48 e 72 horas de infeccdo independente do MOI utilizados as

células ja passam a apresentar mais de 90% de infeccéo. (FIGURA 7).
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Figura 7 Cinética de infeccdo OROV em diferentes MOIs. Porcentagem de células positivas
para marcacdo com anticorpo monoclonal anti-OROV. Células foram marcadas com
anticorpo primario monoclonal anti-orov, seguido da marcagdo com anticorpo secundario
conjugado ao fluor6foro Alexa-Fluor 488. Dados referentes a trés experimentos
independentes.

Para avaliar a capacidade replicativa de OROV o sobrenadante das células
infectadas foli titulado nos tempos de 6, 24, 48 e 72 horas ap0s infeccdo com OROV
em MOI 0,004 (FIGURA 8). Titulos virais crescentes foram obtidos a partir de 24

horas, até ser atingido o titulo viral com ordem de grandeza de dez elevado a sexta
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poténcia, coincidente com a ordem de grandeza obtida com o estoque viral

produzido para esse virus (FIGURA 8).
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Figura 8 Titulo viral do meio de cultivo de células infectadas apés 6, 24,48 e72 horas de
infecgdo. Células Huh 7.5 foram infectadas com OROV em MOI 0,004 e os sobrenadantes
dessas células foram coletados e titulados através do ensaio de placa com anticorpo
monoclonal anti-OROV. Dados referentes a trés experimentos independentes.

5.2 Andlise de proliferacéo celular de Huh 7.5

Para avaliar o efeito citopatico causado pela infeccdo por OROV, células
infectadas em MOI 0,004 e nédo infectadas passaram por contagem de nucleos
através da utilizacao do sistema de analise de alto conteldo Operetta CLS e do
software Harmony 4.5. As células foram marcadas com DAPI, marcador
fluorescente com afinidade por regides contendo adenina e timina na molécula de
DNA dupla fita, para avaliar o numero de células com o decorrer da infeccéo.
(p<0,005) (FIGURA 9).
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Figura 9 Nimero de células pés-infeccao. A) Imagem de microscopia representativa de um
dos experimentos com células Huh 7.5 nao infectadas (mock) e infectadas com OROV em
MOI 0,004 Em azul, nucleo das células marcado com DAPI e em verde células positivas
para OROV marcadas com o anticorpo secundario conjulgado a Alexa Fluor-488.B) Numero
de células em mock e infectadas com MOI 0,004 no decorrer do tempo de 6, 24, 48 e 72
horas apds infecgdo. Dados referentes a trés experimentos independentes

5.3 Ensaio de morte celular

Células nao infectadas e células infectadas com moi de 0,004 foram marcadas
para anexina-V e 7-AAD para avaliar o perfil de morte celular dessas células 24 e
48 horas apos a infec¢do (FIGURA 10). O tempo de 6 horas néo foi utilizado devido
a pouca alteracdo no numero de células entre mock e infectado e o tempo de 72
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horas também néo foi avaliado devido a reducdo do numero de células quando

infectadas.
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Figura 10 Analise de morte celular. A) Células Huh 7.5 foram infectadas com OROV por 24
e 48 horas, marcadas com Anexina V-APC e 7-AAD e analisadas por citometria de fluxo.A)
Histograma representativo da infeccdo em 24 e 48 horas com a porcentagem de células
vidveis, necroticas, em apoptose precoce e apoptose tardia/necrose disposta
respectivamente nos quadrantes inferior esquerdo, superior esquerdo, inferior direito,
superior direito. B) Porcentagem de células positivas para anexina em 24 e 48 horas. Dados
referentes a um experimento.
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5.4 Analise de expressao de genes apoptoticos

Na tentativa de caracterizar o processo de morte celular decorrente da
infeccdo por ORQV a expressao relativa de dois genes apoptéticos foram avaliadas
em células infectadas nos tempos de 6, 24 e 48 horas ap0s a infeccdo (FIGURA
11). As expressoes relativas do gene anti-apoptotico BCL-XL e do gene pro-
apoptoético BAX foram utilizadas para o calculo da razdo BCL-XL/BAX como um
indicativo do estado anti ou pro-apoptotico das células infectadas. Nos tempos de 6
e 24 horas o estado anti-apoptotico é favorecido, com média de razdes de 1,45
(desvio padrdo #0,48) e 1,30 (desvio padrdo #0,50). Porém, com 48 horas
decorridas da infec¢ao o estado pré-apoptoético é favorecido com um decaimento da
razdo BCL-XL/BAX para 0,60 (desvio padréao +0,43).
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Figura 11 Razado da expresséo relativa de BCL-XL e BAX em relacdo as células ndo
infectadas. Células Huh 7.5 foram infectadas com OROV em MOI 0,004 e apdés 6, 24 e 48
horas tiveram seu RNA extraido e a expressdo dos genes BCLXL e BAX analisadas por
RT-gPCR. Analise da expressédo relativa de cada gene apoptéticos foi realizada pelo
método 222Ct considerando-se a expressdo dos genes enddgenos e dos transcritos em
células nao infectadas. Dados relativos a 3 experimentos independentes.

5.5 Validacao dos primers e expressédo basal dos IncRNAs em Huh 7.5

As eficiéncias dos primers para 0s genes apoptéticos (BCL-XL e BAX), para
0s genes endogenos (ACT e GUS-B) e para os IncRNAs NEAT-1 e NEAT-2 ja

haviam sido validadas previamente, tendo esses primers apresentado eficiéncia
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CT

entre 90% e 110% (dados ndo mostrados). Para verificar a eficiéncia do primer do
IncRNA HOTAIR foi gerada uma curva de regresséo linear a partir dos valores de
Ct e das diluicdes de cDNA proveniente da linhagem celular Huh 7.5. A analise de
eficiéncia foi realizada a partir da inclinagao da reta (slope) da curva padrédo e foi

) _ 1 . Valores de eficiéncia entre 90%

calculada pela formula Eficiéncia = 10($
e 110% indicam boa qualidade de amplificacdo do primer. Para o primer HOTAIR
foi obtida eficiéncia de 101,633%. Foi avaliado também o coeficiente de correlacédo
da reta (R?), representativo de um ajuste entre a regresséo linear da curva padrédo
e os valores individuais dos Cts das amostras, no qual valores préximos a 1 indicam
um ajuste ideal (KIM, 2001). O coeficiente de correlacéo da reta foi de 0,979 para

esse experimento (FIGURA 12).
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FIGURA 12 Reta de eficiéncia para o primer do IncRNA HOTAIR. Valores de eficiéncia e
correlagdo representados abaixo do grafico. Foram realizadas diluicdes seriadas 1:2 do
material genético extraido da linha celular Huh7.5 e triplicatas de cada diluicdo foram
submetidas a RT--qPCR.

Tendo em vista a expresséao tecido especifica dos IncRNAs foi avaliada a
expressao basal dos transcritos em estudo para verificar se a linhagem Huh7.5
apresentava niveis de expressdo detectaveis para HOTAIR, NEAT1 e NEAT2
(FIGURA 13). A média dos Cts estao representadas na tabela 2.
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30+ Média Ct Desvio Padréio

GUSB 23,66 0,186
30 ACT 15,22 0,191
HOTAIR 26,96 0,138
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NEAT1_1 20,25 0,221
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Figura 13 Gréafico da média dos Cts dos genes enddgenos e INCRNAS na linhagem Huh
7.5. Células Huh 7.5 tiveram seu RNA extraido e através de RT-qPCR foi analisada a
expressao basal dos genes endbégenos e genes alvos. Dados referentes a um experimento.

5.6 Andlise de expressao de IncRNAs

Os IncRNAs NEAT1, NEAT2 e HOTAIR tiveram sua expressao relativa
calculada com base na expressdo dos genes enddgenos ACT e GUS-B e na
expressdo dos transcritos alvos nas células ndo infectadas. A expressdo dos
IncRNAs apresentou um perfil semelhante de aumento da expressao com o decorrer
do tempo poés-infeccdo (FIGURA 14). Apos 48 horas, a expressao de NEATL1
apresentou média de valor de fold change de 3,20, enquanto o segundo transcrito
desse gene apresentou um valor de 3,84. Para HOTAIR, o valor de fold change
meédio foi de 6,90. Entretanto, ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas na expressao desses Inc RNAs no decorrer de tempo pés infeccéo
(p>0,005).
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Figura 14 Expressao relativa dos IncRNAs HOTAIR, NEAT1_1 e NEAT1_2. Células Huh
7.5 foram infectadas com OROV em MOI 0,004 foram coletadas com 6, 24 e 48 horas apés
a infeccdo. Apds tratamento com DNAse e retrotranscricdo, o DNA complementar foi
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submetido a qPCR para analise da expressdo dos INcRNAs e genes enddgenos. Analise
da expresséo relativa de cada InNcRNA foi realizada pelo método 2-AACt, considerando-se

a expressdo dos genes enddgenos e dos transcritos em células ndo infectadas. Dados
relativos a 3 experimentos independentes.
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6 DISCUSSAO

Muitos aspectos da patogénese da infecgdo causada por OROV permanecem
desconhecidos e embora ndo existam relatos de comprometimento hepatico em
pacientes de febre oropouche, estudos em modelos animais reportaram hepatite
severa e necrose tecidual, independente da via de inoculacdo viral (PROENCA-
MODENA et al., 2015; RODRIGUES et al., 2011; SANTOS et al., 2012).

A susceptibilidade da linhagem Huh7.5 a infeccdo com OROV observada
corrobora com as demonstracdes de que o figado € um importante local de
replicacdo viral e de alta permissividade ao virus, visto que a utilizacdo, em outros
estudos de outras linhagens celulares, como linfécitos e mondcitos, parece nao
gerar elevados niveis de infec¢do, ou ainda, ndo apresentam susceptibilidade ao
virus. A alta capacidade infectiva de OROV em células hepaticas, justifica a
utilizacdo de mois muito baixos, visto que com o decorrer do tempo, a infeccdo
culmina para uma porcentagem superior a 90%, com a observacdo de efeito
citopético e com o alcance de um platdé no titulo viral em tempos mais tardios
(GEDDES et al., 2018).

O efeito citopatico decorrente da infec¢éo € observado em tempos iguais ou
superiores a 48 horas apo6s a infeccdo com OROV, corroborando com dados
publicados sobre a infec¢do por esse virus na mesma linhagem celular, no qual nas
primeira 18 horas de infec¢cdo ndo é observado efeito citopatico, mesmo com moi
250 vezes maior que o utilizado nesse estudo (GEDDES et al., 2018). A observacgao
do efeito citopatico em momentos mais tardios da infeccdo retomam o papel
ambiguo da morte celular, hora sendo evitada, hora sendo favorecida.

O processo de evasdo da morte celular pode ser favoravel ao
desenvolvimento e amplificacdo da infeccéo viral nos momentos iniciais da infecgéo,
na qual o retardo da morte pode significar uma maior disponibilidade de tempo para
sintese de proteinas e montagem viral. Entretanto, a morte celular por apoptose em
momentos mais avancados da infeccdo também parece ter um papel fundamental
na disseminagdo da infec¢cdo e da nova progénie viral sem que essa morte seja

responsavel por uma maior sinalizagdo acentuado para o sistema imune (AMARA;
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MERCER, 2015; ROULSTON; MARCELLUS; BRANTON, 1999). Devido a essa
dualidade da morte celular durante a infecgdo viral, diferentes virus ja foram
estudados para compreensdo dos mecanismos associados a esse processo e
associacdo com a patogénese causada pela infeccdo (O'BRIEN, 1998)

O estudo da apoptose induzida pela infeccdo por virus da familia
Bunyaviridae teve inicio na década de noventa com a demonstragao in vitro e in vivo
da apoptose causada pelo virus La Crosse e, posteriormente outros virus da familia
passaram por estudos semelhantes. Tais estudos envolveram técnicas de analise
de marcacdo de fosfatidilserina por anexina-V e caspases por utilizacdo de
anticorpos por meio da citometria, analises de fragmentacdo de DNA por técnicas
moleculares, expressao de genes relacionados ao processo de apoptose, andlises
morfolégicas por microscopia e ensaios de viabilidade celular (DEL CARMEN
PARQUET et al., 2001; DING et al., 2005; GONZALEZ-SCARANO et al., 1996;
KANG et al., 1999; KOHL et al., 2003; MUKHERJEE et al., 2013).

A caracterizagdo da morte celular causada pela infecgdo por OROV jé foi
investigada na linhagem celular HeLa demonstrando que esse virus € capaz de
ativar a via intrinseca da apoptose, sendo detectavel a fragmentacdo do DNA celular
e a marcacdo por anexina-V de células infectadas 36 horas apo0s a infeccéo
(ACRANI et al., 2010). Na tentativa de caracterizar a morte celular observada pelo
efeito citopatico, foi realizada a marcacao das células infectadas e néo infectadas
por anexina-V e 7/AAD neste estudo. Nos tempos observados, o perfil de marcacao
para anexina-V foi muito semelhante entre células infectadas e néo infectadas, o
que pode estar associado ao viés da metodologia, uma vez que células que ndo
estdo realmente adentrando apoptose podem ser marcadas para anexina-V devido
ao dano na membrana celular decorrente do processo de desagregacdo da camada
celular do aparato de cultura (WLODKOWIC; SKOMMER; DARZYNKIEWICZ,
2012).

Embora a marcacdo com anexina-V por citometria de fluxo seja uma técnica
indicativa do tipo de morte celular que estd ocorrendo nas amostras, outras
metodologias s&o empregadas para essa comprovacdo. Neste estudo, foi avaliada

a razao entre os genes BCL-XL e BAX como uma forma de avaliar o estado pro-
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apoptotico ou anti-apoptotico das células infectadas e néo infectadas. Membros da
familia de genes das proteinas BCL-2, como o gene BCL-XL, sdo importantes
reguladores positivos e negativos da morte celular programada (SUSAN, 2007). A
proteina BCL-XL é responsavel por evitar a apoptose em condi¢des de privacédo
celular de fatores de crescimento e também sob ac&o de estimulos como a presenca
de virus na célula, ja tendo sido observada uma maior expressdo desse gene em
infecgbes por alfavirus, virus da encefalite japonesa, virus La Crosse e virus
Sindbis, de forma a favorecer a sobrevivéncia celular (DEL CARMEN PARQUET et
al., 2001; KANG et al., 1999; MASTRANGELO et al., 2000; SU et al., 2001). Em
contrapartida, o gene BAX codifica a proteina de nome homdélogo capaz de se ligar
a proteina BCL-2, inibindo sua acéo e favorecendo a apoptose. Dessa forma, a
analise da razdo entre a expressao desses genes anti e pro-apoptéticos pode
determinar a sobrevivéncia ou morte de uma célula frente a um estimulo, e tem sido
utilizada tanto em estudos da area de virologia, como também em doencas néo
infecciosas como uma medida de prognéstico e avaliagdo de resposta a tratamentos
(DEL CARMEN PARQUET et al., 2001; GARCIA et al., 2013; KARALIOTAS et al.,
2015; PERLMAN et al., 1999).

Neste trabalho, com o decorrer do tempo pos infeccao a razdo da expressao
BCL-XL inicialmente aumenta, o que pode indicar o bloqueio da apoptose frente ao
estimulo da presenca e replicacéo viral, porém 48 horas apos a infeccdo com OROV
esse balanco se altera. A queda no valor da razdo representa um aumento na
expressdo do gene BAX e um favorecimento do processo apoptéticos, o que pode
sugerir uma estratégia de liberacdo da progénie viral. As alteracdes na proporcéo
da expressédo dos genes anti e pré-apoptoticos ja foi avaliada na infeccdo causada
pelo flavivirus West Nile, também tendo sido observada uma regulacao positiva da
expressdo de BAX (DEL CARMEN PARQUET et al., 2001).

Tendo sido observadas alteracdes da expressédo de genes reguladores da
apoptose, foi avaliada a expressao basal de transcritos ndo codificantes nas
condi¢cdes de infeccdo e as suas expressdes relativas ao longo do tempo pos
infeccdo. O RNA intergénico antisenso HOX (HOTAIR, do inglés HOX Antisense

Intergenic RNA) foi o que apresentou o maior média de Ct, indicando uma menor
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disponibilidade do transcrito na amostra, porém foi 0 transcrito que apresentou
maior alteracdo no fold change com o decorrer do tempo pos infeccdo por OROV.
O HOTAIR é um oncogene que € transcrito a partir da fita antisenso do gene HOXC,
localizado no cromossomo 12. Esse transcrito é capaz de regular e induzir o
silenciamento de genes pela sua interagdo com enzimas histonas metilases e
demetilases e pode atuar como um competidor enddégeno através do mecanismo de
esponja, no qual é capaz de sequestrar miRNAs e alterar a regulagéo exercidas por
estes (MANDAL, S.S.; BHAN, 2017; SHAO et al., 2019).

Os estudos com HOTAIR iniciaram-se a partir de 2007 e até o momento ja
foi demonstrado que este transcrito se encontra altamente desregulado em
diferentes tipos de cancer, em doencas cardiacas e artrites (KIM et al., 2015; LIU et
al., 2019; LIU; ZHANG; QU, 2016; MAO et al., 2019). Em relacdo as doencas
infecciosas, o papel desse transcrito ndo foi muito explorado, tendo sido estudado
apenas no contexto das consequéncias cardiacas da sepse em modelo animal e na
interacdo com proteinas virais e progressdo de canceres causados por agentes
como virus da hepatite e papilomavirus humano (CHEN et al., 2019; KIM et al.,
2015; LIU; ZHANG; QU, 2016). Quanto ao envolvimento em vias de sinalizacéo,
HOTAIR parece estar associado a regulacdo de fatores de transcricdo e genes
fundamentais de resposta imune, como o fator de transcrigdo nuclear kappa B (NF-
kB), fator de necrose tumoral a (TNF-a) gene IL-6R (CHEN et al., 2019; GUPTA et
al., 2020; OUYANG; HU; CHEN, 2016). Dentro dos processos celulares, HOTAIR
pode ser capaz de induzir resposta de dano ao DNA, alterar a integridade gendmica
da célula, processos autofagicos, inflamatoérios e apoptéticos (HE; JIANG, 2019;
MAO et al., 2019; SHAO et al., 2019; XU et al., 2019).

Os transcritos de NEAT1, do inglés nuclear enriched abundant transcript 1,
embora em menor escala também apresentaram um aumento em sua expressao
relativa com o decorrer do tempo poés infeccdo com OROV. O gene que transcreve
NEAT1 estd localizado no cromossomo 11 e € composto de apenas um éxon
intergénico, que da origem a dois transcritos para NEAT1, NEAT1 1 e NEAT1 2.
Esses transcritos sdo componentes essenciais da montagem do paraspeckle

celular, estrutura esta localizada no nucleo e envolvida nos processos de regulacao
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da expressédo génica, ciclo celular e resposta ao estresse celular (HIROSE et al.,
2014). Ambos os transcritos de NEAT1 tém sido extensivamente estudados e
associados ao desenvolvimento de progressao de doencas como variados tipos de
canceres e doencas neuroldgicas, mas também a processos fisiolégicos (KLEC;
PRINZ; PICHLER, 2019; LO; WOLFSON; ZHOU, 2016). Ao contrario do INcRNA
HOTAIR, os transcritos de NEAT1 tem sido estudados em diferentes doencas
infecciosas e virais, apresentando um regulagdo positiva nas infec¢cdes causadas
pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV-1), virus da dengue e virus da
encefalite japonesa, e apresentando uma regulacéo negativa na infeccdo causada
por Zika virus (PANDEY et al., 2017; RAMAIAH et al., 2016; ZHANG et al., 2013).
Entre os processos celulares em que atua, NEAT1 esta envolvido em respostas de
dano DNA associadas ao supressor tumoral p53, sequestro de fatores de
transcricao e regulacao epigenética (LO; WOLFSON; ZHOU, 2016).

Embora HOTAIR atue como uma molécula plataforma e NEAT1 como um
InNcRNA sinal, ambos ja tiveram sua atividade relacionada a morte celular no
processo de carcinogénese. Durante a progressdo dos canceres, HOTAIR foi
descrito como envolvido no processo de apoptose pela via de ciclo celular GO/G1,
enquanto NEAT1 utiliza a via relacionada a p53 (LI et al., 2016; MELLO et al., 2017).
Entretanto, devido a escassez de dados quanto ao papel dessas moléculas em
infeccbes causadas por arbovirus, ainda ndo € possivel afirmar que as vias

utilizadas sdo as mesmas vias de morte celular da carcinogénese.
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7 CONCLUSAO

Os resultados iniciais desse trabalho sugerem que a expressao de INCRNAs
pode mudar dinamicamente no decorrer de um processo infeccioso pelo virus
Oropouche na linhagem Huh7.5. Foi observado um aumento na expressao dos
transcritos alvos coincidente com o periodo de tempo pos infeccdo no qual se
detecta mudanca no numero de células infectadas em relacdo as células néo
infectadas e alterac@o de genes relacionados a apoptose.

Esse foi o primeiro estudo a avaliar o papel dos IncRNAs HOTAIR e NEAT1
no contexto de uma arbovirose causada por um membro da familia Bunyaviridae,
embora ainda ndo tenha sido elucidada qual a via utilizada para ativacdo da morte
celular por apoptose. A compreensdo de mecanismos moleculares envolvidos na
interacdo parasita-hospedeiro pode auxiliar na elucidagédo de aspectos basicos da
patogénese da febre Oropouche, bem como, levar ao desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas. Estudos futuros envolvendo a funcdo dos transcritos
durante a morte celular decorrente da infec¢cao por OROV podem elucidar quais 0s
genes envolvidos e regulados nesse processo, bem como a via pela qual esses

transcritos regulam etapas chaves da infeccao.
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