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RESUMO

O ressurgimento das arboviroses constitui uma ameaca continua para a saude publica
devido a altas taxas de disseminacdo e expansao geogréafica dos seus mosquitos
vetores, 0 que resulta em complicacdes clinicas e impactos na economia global. O
status de transmissao do ZIKV é uma preocupacao de interesse internacional dado
ao seu potencial de ressurgir como uma epidemia. A falta de esclarecimentos sobre a
biologia da interac&o virus-vetor nos levou a investigar as bases moleculares in vitro
da interacdo ZIKV-receptor. Assim, 0 presente estudo teve como objetivo identificar
potenciais ligantes da proteina do envelope recombinante do ZIKV a partir de extratos
proteicos das linhagens celulares C6/36 (Aedes albopictus) suscetivel ao ZIKV e Sf9
(Spodoptera frugiperda) ndo suscetivel a varios Flavivirus, através de ensaios de
ligacdo proteina-proteina seguidos de espectrometria de massas e analises in silico.
Para a execucdo, extratos de proteinas de membrana celular foram obtidas pelo kit
Mem-PER Plus Membrane Protein Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific) e
avaliadas qualitativamente e quantitativamente, seguidas de ensaios de interacao do
tipo pull-down. A proteina do envelope (E) recombinante do ZIKV (ENV-GST)
produzida, purificada e dialisada foi quantificada por curva de BSA e imunodetectada
por western-blotting com anticorpo comercial “Mouse Anti-Flavivirus Envelope Protein
Antibody 4G2”. No ensaio de ligagcéo proteina-proteina, a ENV-GST imobilizada em
resina de glutathione sepharose® 4B (GE Healthcare) foi incubada individualmente
com os extratos de proteinas de membrana de cada linhagem celular em réplicas
biologicas. As proteinas coprecipitadas ligantes da ENV-GST, passaram por migracao
eletroforética em SDS-PAGE e excisadas para analise em cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS) no sistema Orbitrap Exploris 120.
Além disso, os resultados de SDS-PAGE e western-blotting evidenciaram a
integridade das amostras proteicas extraidas e especificidade do ensaio de ligacao de
pull-down em captar proteinas ligantes da ENV-GST. A espectrometria de massas
identificou 165 proteinas totais, estas, apos filtragem e normalizacao, resultaram em
9 proteinas ligantes das amostras de C6/36 e 11 para Sf9. Alguns ligantes candidatos
evidenciados em Sf9 foram Glutathione Transferase, Heat shock 70 kDa protein
cognate 5 e Prostaglandin reductase 1, para C6/36 Arginine- tRNA ligase, Heat shock
70 kDa protein cognate 5 sendo a ADP/ATP translocase identificada em ambas as
células C6/36 e Sf9. Andlises in silico foram conduzidas através da predicdo das
estruturas das proteinas ligantes pelo AlphaFold2 seguidas de analises de docking
molecular, onde pudemos validar a afinidade de ligacdo de alguns ligantes a proteina
E do ZIKV. Em conclusdo, conseguimos identificar algumas moléculas candidatas a
ligantes com potencial participagédo durante o ciclo viral de interacdo com as células
de inseto.

Palavras-chave: Proteinas do envelope viral, infec¢cdes por arbovirus, proteinas de
insetos, ligacao proteica.
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ABSTRACT

The resurgence of arboviruses constitutes an ongoing threat to public health due to
high rates of spread and geographic expansion of their mosquito vectors, which results
in clinical complications and impacts on the global economy. The transmission status
of ZIKV is a concern of international interest given its potential to reemerge as an
epidemic. The lack of clarification about the biology of the virus-vector interaction led
us to investigate the in vitro molecular basis of the ZIKV-receptor interaction. Thus, the
present study aimed to identify potential ligands of the ZIKV recombinant envelope
protein from protein extracts of the C6/36 (Aedes albopictus) cell lines susceptible to
ZIKV and Sf9 (Spodoptera frugiperda) not susceptible to several Flaviviruses, through
protein-protein binding assays followed by mass spectrometry and in silico analyses.
For the execution, cell membrane protein extracts were obtained by the Mem-PER
Plus Membrane Protein Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific) and evaluated
gualitatively and quantitatively, followed by pull-down interaction assays. The
recombinant ZIKV envelope protein (E) produced, purified and dialyzed was quantified
by BSA curve and immunodetected by western blotting with commercial antibody
"Mouse Anti-Flavivirus Envelope Protein Antibody 4G2". In the protein-protein binding
assay, ENV-GST immobilized in glutathione sepharose® 4B resin (GE Healthcare)
was individually incubated with the membrane protein extracts of each cell line in
biological replicates. The ENV-GST ligand coprecipitated proteins underwent
electrophoretic migration in SDS-PAGE and excised for analysis in liquid
chromatography coupled to mass spectrometry (LC MS/MS) in the Orbitrap Exploris
120 system. In addition, the results of SDS-PAGE and western-blotting showed the
integrity of the extracted protein samples and the specificity of the pull-down binding
assay in capturing ENV-GST binding proteins. Mass spectrometry identified 165 total
proteins, which, after filtering and normalization, resulted in 9 ligand proteins from the
C6/36 samples and 11 for Sf9. Some candidate ligands evidenced in Sf9 were
Glutathione Transferase, Heat shock 70 kDa protein cognate 5 and Prostaglandin
reductase 1, for C6/36 Arginine-tRNA ligase, Heat shock 70 kDa protein cognate 5 and
ADP/ATP translocase was identified in both C6/36 and Sf9 cells. The results of the
study were conducted through the prediction of the structures of the ligand proteins by
AlphaFold2 followed by molecular docking analyses, where we were able to validate
the binding affinity of some ligands to the E protein of ZIKV. In conclusion, we were
able to identify some ligand candidate molecules with potential participation during the
viral cycle of interaction with insect cells.

Keywords: Viral envelope proteins, arbovirus infections, insect proteins, protein
binding.
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1 INTRODUCAO

As doencas emergentes transmitidas por vetores tém chamado atencdo da
saude publica devido a sua expansao desproporcional em relacdo as novas doencas
infecciosas (Chala; Hamde, 2021). Entre os principais fatores associados ao
descontrole na taxa de crescimento das infeccbes por doencas transmitidas por
vetores estdo a globalizacdo, urbanizagdo, mudancas climaticas e a capacidade de
adaptacdo dos patdgenos e de seus vetores (Chala; Hamde, 2021). As arboviroses
sdo definidas como doencgas ocasionadas pela disseminacdo do virus por vetores
artrépodes (Allen et al., 2020). Entre a transmissdo por artrépodes, a familia
Flaviviridae demonstra ter um enorme impacto na saude humana e na economia em
escala global, tendo como protagonistas um grupo de virus envelopados com material
genético de fita simples de sentido positivo (+ssRNA), medindo cerca de 40-60
nandmetros de diametro, esta familia inclui patdgenos com tropismo para animais
humanos e ndo humanos (Van Leur et al., 2021).

O género Flavivirus possui uma ampla variedade de espécies com capacidade
de infectar hospedeiros vertebrados e invertebrados, sendo constituida, por exemplo,
pelos virus dengue (DENV), virus Zika (ZIKV), virus da febre amarela (YFV), virus do
Oeste do Nilo (WNV), encefalite japonesa (JEV) e encefalite St. Louis (SLE). Estes
patégenos sdo conhecidos por causar relevantes epidemias na populacdo humana,
com o desenvolvimento de doencas incapacitantes de acometimento articular, neural
e doencas autoimunes, e por estar atrelado a ma formacédo fetal e casos de
microcefalias (Van Leur et al.,, 2021). Ainda existe uma enorme dificuldade em
desenvolver vacinas e drogas antivirais contra as enfermidades ocasionadas pelos
Flavivirus, devido a possibilidade de reacdo cruzada de anticorpos e infeccdes por
diferentes virus do mesmo género. Outro ponto que prejudica a prevencédo dessas
enfermidades é a dificuldade no controle populacional dos mosquitos vetores (Pierson;
Diamond, 2020; Chan et al., 2022; Kuhn et al., 2023).

No contexto histérico, o ZIKV foi isolado pela primeira vez no macaco Rhesus
em Uganda no ano de 1947, com poucos casos espalhados na Africa e na Asia apds
sua identificagdo. Em 2007 houve o primeiro surto de ZIKV na Micronésia, seguidos
por surtos registrados em 2013 na Polinésia Francesa e no ano de 2015 no Brasil
(Giraldo; Gonzalez-Orosco; Rajsbaum, 2023). Apds o surto de ZIKV no Brasil em

2015, e a sua associacdo ao aumento dos casos de microcefalia e outras
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malformacdes congénitas em recém-nascidos, a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) declarou Emergéncia de Saude Publica de importancia internacional (ESPII)
(Safadi; Almeida, 2019; Pepe et al., 2021). A epidemia causou impacto
socioecon6mico nos grupos vulneraveis e as medidas preventivas foram insuficientes,
manifestando também a necessidade de desenvolvimento cientifico e tecnoldgico
para os estudos sobre as arboviroses (Pepe et al., 2021).

Sabe-se que a entrada viral nas células hospedeiras ocorre pela interacdo do
virus com proteinas e fatores de superficie celular e sua consecutiva internalizacao
mediada pela endocitose, e para os Flavivirus esta etapa depende do contato da
proteina do envelope com seus receptores e correceptores de ligacdo (Rey; Stiasny;
Heinz, 2017). Alguns fatores moleculares como receptores de lectinas do tipo-C,
glicosaminoglicanos, DC-SIGN (proteinas n&o integrinas de aderéncia intercelular
especifica de células dendriticas), proteina de regulacdo da glucose (GRP78) e familia
de receptor TIM (TIM-1 e TIM-4) e TAM (AXL e Tyro3), foram reportados por possuir
possivel relacdo na entrada do ZIKV nas células de hospedeiros (Van Leur et al., 2021;
Wichit et al., 2021). A poliubiquitinacdo € uma modificagdo pds-traducional estudada
na proteina E dos Flavivirus que foi relatada como uma caracteristica que contribui
para a ligacdo do ZIKV ao receptor TIM-1 dos hospedeiros vertebrados. Apesar do
desconhecimento das suas funcbes, diferentes fatores associados aos seus
respectivos receptores podem ser determinantes para a entrada em um tipo celular ou
tecido (Giraldo et al., 2020).

A utilizacdo de linhagens celulares de insetos para o estudo de interacdo viral,
€, acima de tudo, uma ferramenta para entender os processos de entrada e replicacao
viral in vitro. Nesse contexto, a linhagem celular C6/36 € um modelo comumente
utilizado para o estudo da interacao e internalizacéo de arbovirus, além de auxiliar nos
estudos que visam o desenvolvimento de terapéuticas (Miller et al.,, 2018). Esta
linhagem é um clone obtido de estagios larvais de Aedes albopictus (ATCC CRL-1660)
amplamente utilizada nos estudos in vitro, sendo um modelo celular classico para o
isolamento e propagacao viral, assim como para os estudos de interacao e infeccao
das arboviroses devido a sua alta permissividade e suscetibilidade a infeccao,
sobretudo, de Flavivirus (Miller et al., 2018). Por outro lado, a linhagem Sf9 (ATCC
CRL-1711), derivada do tecido ovariano do lepidoptero Spodoptera frugiperda
pertencente a familia Noctuidae, € amplamente utilizada como sistema de producao

de proteinas recombinantes de baculovirus e usualmente empregada para estudar
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eventos de entrada viral. A linhagem mostrou um perfil de infec¢éo persistente através
de efeitos citopaticos (ECP) e imunofluorescéncia apenas para os Flavivirus SLE e
JEV (Zhang et al., 1993; Fu; Zhang, 1996; Geisler; Jarvis, 2018). No entanto, para
outros Flavivirus, como YFV, DENV-1 e DENV-2 ndo foi possivel identificar a infecgéo
viral apds a inoculacdo, sem observacdo de efeito citopatico e particulas virais
internalizadas (Zhang et al., 1994).

Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivo identificar, de forma
comparativa, proteinas ligantes de ZIKV em células de insetos, especialmente, o0s
ligantes proteicos potencialmente envolvidos na entrada viral determinantes para o

status de suscetibilidade celular a infeccéao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ARBOVIROSES, SAUDE PUBLICA E PROCESSO DE INFECGAO NOS VETORES

Os arbovirus, do inglés arthropode-borne viruses, sdo virus transmitidos por
artropodes hematofagos cujo ciclo de transmisséo possui hospedeiros vertebrados
suscetiveis, além de possuir grande importancia na saude publica. Esses patégenos
diferem em agentes etioldégicos com capacidade de ocasionar doencas severas com
sintomas persistentes em humanos e a sua possibilidade de reemergéncia como
epidemias (Girard et al., 2020; Pepe et al., 2020). As doencas transmitidas por
arbovirus zoondéticos reemergentes crescem rapidamente em relacdo a outras
enfermidades, e de acordo com a OMS estima-se que 17% das doencas infecciosas
no mundo sdo transmitidas por vetores. Alguns desses patdgenos emergentes sao
das familias Bunyaviridae, Flaviviridae e Togaviridae que estdo majoritariamente
associadas a manifestacdo de complicacdes de saude na populacdo (Huang; Higgs;
Vanlandigham, 2019; Organizacdo Mundial da Saude, 2021).

Os arbovirus se disseminam amplamente, e o controle de vetores ainda é a
principal ferramenta de combate e prevencao das epidemias causadas por arbovirus,
sobretudo, nos paises da América Latina. Contudo, a dispersdo dos mosquitos atingiu
cobertura global indo além das suas areas restritas iniciais e hoje compreende além
do continente africano e o sudeste da Asia, areas subtropicais, tropicais e
principalmente a regido das Américas (Huang; Higgs; Vanlandigham, 2019). Entre os
fatores que contribuiram para sua expansdo estdo a adaptacdo dos mosquitos
a mudancas climéticas e a globalizacao, resisténcia a inseticidas, e outros aspectos
sociodemograficos que auxiliam na dispersdo dos mosquitos (Lwande et al., 2020;
Lewis et al., 2023). A competéncia vetorial se refere a capacidade de um vetor em
transmitir os patdgenos para um hospedeiro, e essa aptidao estd associada a fatores
de fendtipo do mosquito, elementos enddgenos nado-retrovirais e influéncias
genotipicas (Lewis et al., 2023). Assim, as espécies Aedes aegypti (Figura 1) e Aedes
albopictus, transmissores dos virus Chikungunya, dengue, febre amarela e Zika
provaram seu papel na transmisséao vetorial, sendo responsaveis pela dispersao dos
patégenos, causando sobrecarga nos sistemas de salde e impactos econdmicos,
como elevado numero de internacbes hospitalares e acentuadas despesas com

cuidados médicos (Naslund et al., 2021).
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Figura 1 — Fémea do mosquito adulto Aedes aegypti.

Fonte: Centers for Disease Control and Prevention, 2006.
Legenda: Fémea adulta do mosquito Aedes aegypti apés realizar o repasto sanguineo, sobre uma
superficie epitelial. A espécie apresenta marcas em curvas brancas prateadas, com padrdo distinto.

Nos mosquitos, o processo de infeccdo tem inicio a partir do repasto sanguineo
realizado pela fémea em um hospedeiro infectado e depende de uma passagem bem-
sucedida das barreiras fisicas do epitélio do intestino médio, glandula salivar e
hemocele (Du et al., 2019; Viglietta et al., 2021). ApGs passar pelas barreiras de
infeccdo, os arbovirus seguem para a replicacdo nas células epiteliais presentes no
intestino médio. Uma vez que os virions estdo formados, estes devem ultrapassar a
barreira de escape do intestino médio para infectar outros tecidos (Carpenter; Clem,
2023). A glandula salivar € de suma importancia na transmisséo vetorial, pois a saliva
secretada possui virions recém-produzidos que podem ser transmitidos para o
hospedeiro no repasto sanguineo, depois de superar a barreira do epitélio das
glandulas salivares. Dessa forma, a partir da ingestdo do sangue contaminado, o0 virus
possui a capacidade de disseminar e promover a infec¢éo de todos os tecidos do vetor
a partir da evasdo das barreiras do epitélio. Com éxito nesses processos, 0S
mosquitos podem inocular os virus em um novo hospedeiro vertebrado através da

hematofagia (Viglietta et al., 2021; Carpenter; Clem, 2023).
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Para o Aedes albopictus (Figura 2), estudos demonstraram sua efetiva
capacidade vetorial para o virus Chikungunya e replicacdo em relacdo ao Aedes
aegypti, a partir da identificacdo de uma mutacéo na posi¢cao 226 no gene do envelope
1 (E1) (Lwande et al., 2020). Entretanto, outros mecanismos moleculares no ciclo de
infecc@o ndo estdo totalmente elucidados nas células de inseto, restando proposicoes
de possiveis interacbes. Uma investigacdo da competéncia vetorial, por exemplo,
pode contribuir para uma resposta rapida frente a esses virus emergentes e prevencao
das arboviroses. Assim, a escassez de informacdo sobre seus mecanismos
moleculares, seja em relacao a sua entrada no hospedeiro ou a infeccdo e replicacdo
viral nas células do inseto, constitui uma barreira no desenvolvimento de vacinas e

antivirais efetivos ao combate desses patégenos transmitidos pelos vetores.

Figura 2 — Fémea do mosquito adulto Aedes albopictus.

Fonte: Centers for Disease Control and Prevention, 2003.

Legenda: Fémea adulta do mosquito tigre-asiatico (Aedes alpocitus) apés realizar o repasto sanguineo,
sobre uma superficie epitelial. E possivel observar listras brancas bem distribuidas pelo corpo, além
disso, possui uma linha Gnica branca ao longo do dorso que o distingue de outros mosquitos.

2.2 FAMILIA FLAVIVIRIDAE

A familia Flaviviridae abrange virus envelopados que apresentam genoma de

RNA de fita simples e sentido positivo, alguns com capacidade de ocasionar doencgas
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em mamiferos (Zhao et al., 2021). O genoma dos membros disponibilizados da
Flaviviridae possui tamanho que varia de 9 a 13 kb. Taxonomicamente, essa familia
possui mais de 97 espécies de acordo com o Comité Internacional de Taxonomia
(2023) e esta segmentada em quatro géneros, Flavivirus, Hepacivirus, Pegivirus e
Pestivirus (Simmonds et al., 2017). Os Flavivirus sdo transmitidos por vetores
artréopodes com grande importancia clinica devido a sua patogénese em humanos.
Esse género inclui os reconhecidos virus DENV, ZIKV, YFV, WNV, JEV e SLE,
responsaveis por causar distintas enfermidades potencialmente graves como febre
hemorragica, acometimento articular incapacitante e manifestacdes neurolégicas
severas. Além disso, o neurotropismo de alguns arbovirus é uma caracteristica capaz
de impactar o desenvolvimento fetal, incidindo desde o aumento de abortos e
microcefalia até a morte apds o nascimento (Zhao et al., 2021; Van Leur et al., 2021).

O ciclo replicativo dos Flavivirus (Figura 3) segue o proposto para 0S Vvirus
envelopados. A primeira etapa consiste na ligacdo do virus a superficie celular do
hospedeiro suscetivel. Sua posterior internalizacdo depende do processo de
endocitose mediada por Clatrina e co-receptores (Van den Elsen; Quek; Luo, 2021).
A presenca do pH acido durante a endocitose promove uma alteragdo conformacional
na proteina do envelope para um estado de menor energia, favorecendo a fusdo de
membranas e preservando sua estrutura nos endossomos (Rey; Stiasny; Heinz,
2017). Ap6s a entrada na célula, o nucleocapsideo liberado no citoplasma é
degradado, expondo o RNA viral que sera traduzido em poliproteinas no reticulo
endoplasmatico rugoso pelos ribossomos. Os virions sdo compostos por trés
proteinas estruturais, proteina do capsideo (C), proteina do envelope (E) e proteina
de membrana (prM) e sete proteinas ndo estruturais. As proteinas ndo estruturais
coordenam a replicacdo ao induzir invaginacdes do reticulo endoplasmatico e formar
as organelas de replicacdo. Neste local, a replicacdo de novas fitas positivas do
genoma viral ocorre a partir da producao de fitas complementares negativas de RNA.
Posteriormente, ocorre a montagem dos virions imaturos, no qual o genoma viral é
sintetizado e maturado com adi¢cdo do capsideo e envelope. Ao final da montagem,
0s virions sdo secretados pelo aparato de Golgi, e na presenca do pH &cido sdo
promovidos rearranjos conformacionais nas proteinas prM-E. Essas particulas
também passam por uma clivagem mediada por furina na regido N-terminal da prM,
transformando em proteina M (Zhao et al., 2021). Esse processo de maturacéo

promove as ultimas modificac6es conformacionais na proteina E para que eles sejam
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exocitados como particula viral madura (Van Den Elsen; Quek; Luo, 2021).

Figura 3 — Ciclo de replicacdo dos Flavivirus.
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Fonte: Adaptado de Silva et al., 2023

Legenda: O ciclo de replicagdo dos Flavivirus tem inicio com o reconhecimento da particula viral e

ligacdo a superficie celular do hospedeiro, depois, o virus € internalizado mediante endocitose

formando uma vesicula, a fusdo com membrana do endossomo induz a liberagdo do material genético
viral no citoplasma que é traduzido no ribossomo. Por fim, sdo montadas novas particulas virais que
apoés a maturacéo, com mudancas conformacionais no aparato de Golgi, séo liberadas por exocitose.

2.3 VIRUS ZIKA
2.3.1 Epidemiologia: Distribuicéo e Sintomas

O ZIKV é um virus de RNA, envelopado e esférico, que foi primeiramente
identificado no macaco da espécie Rhesus, em Uganda, no ano de 1947. No ano
seguinte, foi detectada a presenga do virus no mosquito Aedes africanus. A
disseminacgao do ZIKV teve continuidade pelo continente africano em 1952 e em 1983
foi registrada a ocorréncia de uma nova cepa viral na Asia. Novos surtos ocorreram

entre 2007 e 2014 na Micronésia, Polinésia Francesa e ilhas do Pacifico, culminando
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na maior crise de saude publica ocasionada por esse virus em maio de 2015 no Brasil
(Pielnaa, 2020). O ZIKV também foi isolado nas espécies do mosquito urbano Aedes
e no mosquito doméstico do género Culex, as espécies sdo Aedes aegypti, Aedes
africanus, Aedes albopictus, Aedes hensili e Culex quinquefasciatus (Amraoui et al.,
2019). De acordo com os informativos do Centers for Disease Control and Prevention
(CDC, 2024), a transmisséao de ZIKV atualmente se concentra majoritariamente na
regido das Ameéricas (Ameérica central, América do Norte e América do Sul), além das
regides de risco, que incluem Africa, Asia, Caribe e as llhas do Pacifico (Figura 4).
Além disso, outras areas possuem mosquitos da espécie Aedes aegypti, vetor
envolvido na transmissao de diversas arboviroses, mas ndo ha casos de infeccao pelo
ZIKV reportados nos ultimos 12 meses. Outras circunstancias onde ndo ha casos de
infeccdo € a presenca dos vetores em regides subtropicais e que possuem um enorme
e efetivo sistema de vigilancia para arboviroses, juntamente com a alta capacidade

para testes diagnésticos, como os Estados Unidos e a Franca (CDC, 2024).

Figura 4 — Distribuicdo de casos de infec¢cao pelo ZIKV.

Presenca de mosquitos, sem infecgao pelo virus Zika

B casos de infecgao pelo virus Zika

Fonte: Prépria do autor utilizando dados do Centers for Disease Control and Prevention, 2024 e a

ferramenta Simple maps (https://simplemaps.com/resources/svg-maps).

Legenda: Mapa demonstrando distribuicdo global da presenca de mosquito da espécie Aedes aegypti
e registros de caso de infeccdo pelo ZIKV. Em amarelo esta representada a presenca do vetor Aedes
aegypti no territério mas sem registros de casos de ZIKV. Em laranja, ha a presenca do vetor Aedes

aegypti e também registros de casos de infeccdo de ZIKV.
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Quando o virus foi identificado, os sintomas da infeccéo viral inicialmente se
limitavam, de modo geral, a artralgia, febre aguda, mialgia e erupcdes cutaneas (Liu;
Shi; Qin, 2019). Entretanto, com os surtos de 2013 na Polinésia e em 2015 no Brasil,
foram reportadas manifestacdes neuroldgicas que estariam associadas a patogénese
desse virus (Safadi; Almeida, 2019). Em 2016, a OMS sugeriu a forte relacdo da
infeccdo pelo ZIKV com o aumento no desenvolvimento de microcefalia, sindrome de
Guillain-Barré e outros danos cerebrais, fato esse que associado a explosdo no
namero de casos levou a organizagdo a declarar o ZIKV como uma Emergéncia de
Saude Publica Internacional (ESPI), que requisitou de forma imediata a atencéo dos

profissionais de saude (Siddique et al., 2019).

2.3.2 Linhagens do Virus

A analise genética comparativa revelou duas linhagens principais do virus Zika,
a Africana e a Asiatica. Essas linhagens podem ainda ser subdivididas, a Africana em
Oeste e Leste e a Asiatica de acordo com seus subclados em linhagem local ou
Americana contemporanea (Liu; Shi; Qin, 2019; Pielnaa, 2020). Ainda, o derivado
subclado americano demonstrou alta capacidade de disseminacao entre a populacéo
da América do Sul (King; Irigoyen, 2022).

Em comparacdo, o estudo conduzido por Putita et al. (2020), analisou o
crescimento das linhagens africana e asiatica de ZIKV e demonstrou que a cepa
africana mostrou maior patogenicidade, com efeitos citopaticos mais intensos in vitro
em células Aag2, C6/36 e Vero, e menor taxa de sobrevivéncia in vivo em
camundongos. Ja para a linhagem asiatica, estudos sugerem que mutacfes na
proteina ndo estrutural NS1 podem ter contribuido para a maior adaptabilidade e
transmissibilidade do ZIKV em mosquitos. Um exemplo é a substituicdo A188V, que
esta associada ao aumento da secre¢cdo de NS1 no sangue do hospedeiro e
consequentemente promove a infectividade do virus em mosquitos (King; Irigoyen,
2022).

2.3.3 Proteinas Estruturais e Nao Estruturais
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A replicacgdo viral ocorre no citosol dentro de compartimentos de membranas
da célula hospedeira. O RNA gendmico liberado é traduzido em poliproteinas virais
nas superficies do reticulo endoplasmatico (RE) para formar uma plataforma
adequada de montagem e maturacdo. O genoma do ZIKV é composto por um quadro
aberto de leitura Unico, do inglés, Open reading frame (ORF) (Figura 5) que codifica
uma poliproteina posteriormente clivada em trés proteinas estruturais (C, E e prM) e
sete proteinas nao estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5), apos
processamento por proteases virais e enzimas celulares do hospedeiro. As proteinas
estruturais integram a particula viral e promovem a interagdo com a superficie para
entrada na célula. As proteinas nao estruturais permitem a replicacdo e montagem de
novos virions (Figura 6), além de auxiliarem na propagacéao do virus dentro da célula
pela evaséo da resposta imunolégica (Ma; Yuan; Yi, 2022; Giraldo; Gonzalez-Orosco;
Rajsbaum, 2023). No geral, as proteinas nao estruturais induzem rearranjo em
membranas do RE, formando invagina¢des, membranas convolutas e organelas de
replicacdo viral (ORV). Essas proteinas também atuam na regulacdo dos pacotes de
vesiculas (PV) formados pelos virions imaturos e nas ORVs ao suprimir a ativagao da
imunidade inata, além de induzir o recrutamento de componentes de membrana e

demanda de energia (Van Leur et al., 2021).

Figura 5 — Organizacao genémica do ZIKV.
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Fonte: Adaptado de International Committee on Taxonomy of Viruses: ICTV. Disponivel em:

ictv.global/report/chapter/flaviviridae/flaviviridae/orthoflavivirus.

Legenda: Organizac@o gendmica subdividida em regiéo estrutural e ndo estrutural. O processamento
da poliproteina axuliado por enzimas presentes resulta em proteinas estruturais e nao estruturais. P:
protease NS3. H: NS3 RNA helicase. R: NS5 dominio RdRP.
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Figura 6 — Estrutura do Virion formado durante o ciclo biolégico do ZIKV.
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Fonte: Adaptado de ViralZone, SIB Swiss Institute of Bioinformatics. Disponivel em:

https://viralzone.expasy.org/6756.

Legenda: Particula viral envelopada do ZIKV. No interior esta disposto o RNA gendmico em verde e
na superficie as proteinas estruturais C, E e M, em verde, amarelo e laranja, respectivamente. Os

dimeros estdo dispostos em simetria tipo icosoaédrica.

2.3.4 Proteina do Envelope

A proteina E (Figura 7) é a principal proteina envolvida na internalizacdo do
virus e sua replicacao, e é a partir da interacdo com fatores moleculares, receptores
e a superficie da célula de um hospedeiro suscetivel que o ciclo de infec¢do pode ser
iniciado. A proteina do envelope possui tamanho de aproximadamente 53 kDa e é
composta por um ectodominio N-terminal de aproximadamente 400 residuos, e um
dominio C-terminal de hélices transmembrana e uma cauda, tendo aproximadamente
50 residuos cada (Hu et al., 2019; Telehany et al., 2020). O dominio N-terminal pode
ser segmentado em: dominio central (DI) nos residuos 1-51, 132-192 e 280-295,
responsavel pela modificacdo conformacional, dominio de dimerizagdo (DII) nos
residuos 52-131 e 193-279, que auxilia na fusdo da membrana com a particula viral
e atua na dimerizacdo da proteina do envelope, e um dominio semelhante a
imunoglobulina (DIII) nos residuos 296-403 , que participa na estabilidade da proteina
do envelope e ligagédo do virus ao seu receptor na célula hospedeira (Hu et al., 2021;

Ma et al., 2022). O DI é formado por uma estrutura B-barril de oito cadeias e forma
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uma dobradica DI/DIl conectados por quatro peptideos. O DIl possui uma alca de
fusdo altamente conservada nos aminoacidos 98-110. Por fim, o DIIl possui uma
estrutura em formato de barril beta composto por seis fitas beta antiparalelas (Cordero-
Rivera et al., 2021). Os estudos de Pindi et al. (2021) sugerem que as algas CD e FG
do DIll s&o responsaveis por manter o virus em uma temperatura estavel, além de
possuir a capacidade reconhecimento e ligacéo a anticorpos especificos (Pindi et al.,
2021).

Figura 7 — Predicdo da proteina do Envelope do ZIKV.

Alca de fusao

Fonte: Propria do autor. Imagem gerada através da ferramenta PyMOL 3.0

Modificagcdes como a poliubiquitinacéo e glicosilacdo da proteina do envelope,
assim como a presenca de fatores moleculares, vém sendo discutidos na associacéo
do virus a diferentes receptores (Giraldo et al., 2020; Ma; Yuan; Yi, 2022). Ha uma
regido de glicosilacdo na alca de glicano no dominio | (N154) da proteina, e estudos
demonstram que a falta do glicano pode reduzir a patogenicidade do virus (Hu, et al.,
2019). Em mamiferos, a glicosilacdo neste sitio pode facilitar a infeccdo em regides
periféricas nos animais ao interagir com o DC-SIGN (Ma et al., 2022). Além disso, a
glicosilagdo do residuo de asparagina tem ac¢do no reconhecimento da superficie

celular pela proteina E (Hu et al, 2021). Do mesmo modo, a ubiquitinagéo do residuo
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K38 promove uma eficiente ligacao e replicacéo do virus na célula do hospedeiro pela
coexpressao de TRIM7, E2 conjugase (UBCH5A), entre outros (Giraldo et al., 2020).

2.3.5 Entrada Viral

Nos vertebrados, ap0s o atracamento da proteina do envelope aos receptores
presentes na membrana da célula hospedeira, ocorre a endocitose mediada por
clatrina e o transporte para o compartimento endossomal que permitira a liberacdo do
genoma viral no citoplasma. Com recrutamento do complexo adaptador AP2, a
particula viral é revestida por clatrina e pode ser endocitada e transportada pela célula,
passando pelo processo de maturacdo na presenca do pH acido durante esse
percurso direcionado pelas GTPases (Owczarek et al., 2019). Ap6s o transporte, a
camada das vesiculas ndo esta mais presente e estas podem se fundir e seguir para
os endossomos. Por dltimo, o genoma viral € liberado no citoplasma e traduzido na
poliproteina, como ocorre normalmente com os Flavivirus. As modificacdes
conformacionais restantes que ocorrem, promovidas pelo pH baixo nos endossomos
para a entrada viral, sdo o favorecimento da mudancga de dimeros a trimeros da
proteina E depois da ligacéo das alcas de fusdo DIl na superficie celular (Telehany et
al., 2020).

Alguns componentes da saliva dos mosquitos Aedes sp. podem interagir com
a proteina E do ZIKV e possuir influéncia na entrada viral. Segundo Valenzuela-Leon
et al. (2022), foram identificadas trés proteinas potenciais que interagem com porcao
do envelope do ZIKV, a proteina do antigeno 5 (AAEL000793), inibidor do fator Xa
(AAELOO07420) e Aspyrase (AAEL006347). Outros estudos demonstraram que o
inibidor do fator Xa ativa processos de autofagia que podem contribuir para a infeccéo
pelos Flavivirus DENV e ZIKV na linhagem celular de leucemia monocitica aguda.
Além disso, a Aspyrase tem funcdo de ATPase, além de realizar a conversao de ATP
em ADP, e é altamente expressa pelas glandulas salivares dos mosquitos Aedes

aegypti (Valenzuela-Leon et al., 2022).

2.4 FATORES MOLECULARES E RECEPTORES EM FLAVIVIRUS

E de conhecimento que alguns virus possuem a capacidade de se ligar

especificamente a mais de um receptor, assim como as moléculas sintetizadas ou
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presentes no meio podem ter importancia equivalente na sua interiorizagcéo. Para os
Flavivirus, sua determinacdo de entrada € complexa e pode ocorrer a partir de
multiplos receptores (Cordero-Rivera et al.,, 2021). Assim como diversos fatores
moleculares foram sugeridos para diferentes Flavivirus como importantes para a
ligagdo do virus na célula do hospedeiro e na entrada viral. Algumas moléculas
utilizadas sao os receptores de lectinas DC-SIGN (DENV, JEV, WNV), receptores de
fosfatidilserina das familias TIM e TAM, glicosaminoglicanos (DENV, JEV, WNV,
YFV), Claudin-1 (DENV, WNV) e proteinas do choque térmico (DENV, JEV, ZIKV)
como interacao inicial com a superficie celular e atracamento do virus (Anwar et al.,
2022).

Os receptores de lectina do tipo C sdo proteinas transmembranares que
promovem a ligacdo dos Flavivirus ao utilizar os carboidratos presentes na estrutura
da proteina E e M, dentre os ligantes desses receptores € valido ressaltar o DC-SIGN.
DC-SIGN séao proteinas capazes de se ligar a diversos tipos de patdgenos, e, a partir
desse contato, virus como o ZIKV séo capazes de ultrapassar a barreira imune das
células dendriticas e realizar a replicacdo nesse sitio, causando disfuncbes na
resposta imune adaptativa e consequentemente o0 aumento da patogénese
(Menechino et al., 2023). Os experimentos de interacdo molecular realizados por
Menechino et al. (2023) identificaram uma maior interacdo do ZIKV com o DC-SIGN
no dominio de reconhecimento de carboidratos do que DENV. Além disso, para o virus
da dengue, vérios estudos de determinacdo da sua estrutura por microscopia
crioeletronica revelam que a infeccdo mediada pelas proteinas DC-SIGN é
dependente da glicosilacédo no sitio dos residuos de aminoacidos asparagina. Foram
identificados duas regides de glicosilacdo da proteina E no DENV, Asn67 e Asn153,
sendo essa Ultima presente também em outros Flavivirus (Anwar et al., 2022).

Outro receptor amplamente utilizado por virus envelopados para favorecer a
endocitose s&o os receptores de fosfatidilserina, que podem ter papel atuante a partir
da ubiquitinacdo. Os estudos revelam que a expressdo da familia TIM-1 e TIM-4
dependentes dos receptores de fosfatidilserina aumentam a infec¢cdo viral nos
Flavivirus, especificamente nos virus DENV, JEV, WNV e ZIKV. Através da
ubiquitinacdo dos aminoéacidos de lisina intracelulares, pode ser co-internalizada a
particula viral juntamente com o receptor do hospedeiro, fosforilando o TIM durante o
processo de endocitose, e desencadeando a ativacdo da via da serina-treonina

guinase e do PI3K. De mesmo modo, a familia TAM, composta pelos membros TYRO-
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3, AXL e MERTK também pode ter sua porc¢ao intracelular fosforilada. A converséo do
PI3K no alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR), uma proteina quinase, modifica
0 objetivo de entrada viral para a regulacdo do metabolismo e pode influenciar a
viabilidade do ZIKV, assim como estudos demonstraram que a ativacdo do mTOR
esta associada a persisténcia do virus em macacos da espécie Rhesus (Oliveira;
Peron, 2019).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar potenciais fatores moleculares associados ao ciclo de infec¢cdo do
ZIKV em linhagens de células de inseto a partir de ensaios de ligacdo proteina-

proteina, espectrometria de massas e analises in silico.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Avaliar possiveis parceiros proteicos in vitro da proteina recombinante do
envelope (E) do ZIKV com proteinas de diferentes preparacdes proteicas de linhagens
celulares de inseto C6/36 e Sf9 através de ensaios de ligacédo do tipo pull-down;

2- ldentificar proteinas ligantes candidatas associadas a infeccédo do ZIKV nas
linhagens celulares de inseto através de espectrometria de massas e andlises in silico;

3- Analisar comparativamente se as proteinas de interesse resultantes sao
similares ou ndo a proteinas de ligacéo ja descritas para outros Flavivirus como o virus

Dengue, Encefalite Japonesa e o Oeste do Nilo;
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4 METODOLOGIA

4.1 CULTURA DE CELULAS E VIRUS

As linhagens celulares utilizadas neste estudo sao: a C6/36 (CRL-1660; ATCC)
suscetivel a infeccdo pelo ZIKV e comumente utilizada para propagacao viral em
laboratorio, e a Sf9 (CRL-1711; ATCC), nao suscetivel e ndo permissivel a infeccao
por Flavivirus e comumente utilizada em nosso laboratério para expressao heteréloga
de proteinas recombinantes. A linhagem Sf9 é oriunda de tecido ovariano de pupa de
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) e suscetivel apenas a infec¢ao pelo
Flavivirus da Encefalite japonesa (JEV) (Geisler; Jarvis, 2018). As células C6/36,
oriundas de macerados totais de larvas de Aedes albopictus foram cultivadas em meio
de crescimento Leibowitz (L-15) suplementado com Soro Fetal Bovino (SFB) 2-5%
(Gibco®), TBP-p6 (Tryptose Fosfate Broth), L- Glutamina, aminoacidos nao-
essenciais, penicilina e estreptomicina (Gibco®). Os cultivos de células Sf9 foram
realizados em sistema de monocamada aderente em frascos de cultura contendo
meio Sf900 (Gibco®) e suplementado com os antibiéticos segundo recomendacdes
do fabricante. O repique celular foi realizado em fase de confluéncia segundo o manual
Insect Cell Lines: Growth and Maintenance of Insect Cell Lines® (Invitrogen). Os
cultivos foram mantidos em estufa a 28°C e analisados diariamente pelo microscopio

guanto a sua morfologia.

4.2 PREPARACOES DE EXTRATOS PROTEICOS DE LINHAGENS CELULARES C6/36 E SF9

A obtencdo dos extratos proteicos citosélicos e de membrana das linhagens
celulares de inseto C6/36 e Sf9 ocorreu através da utilizacdo do Kit de extracdo de
proteinas de membrana de células e tecidos Mem-PER™ Plus Membrane Protein
Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific), conforme as instru¢des do fabricante. A
preparacdo dos extratos foi realizada em triplicata. Ao final do processo, os extratos
proteicos foram armazenados imediatamente a -80°C até sua utilizagdo em ensaios
de ligacao proteina-proteina. Uma fracdo desses extratos foi eluida em Laemmli 2X e
desnaturada a 100°C por 5 minutos para checagem de potencial degradagao da
amostra por eletroforese de proteinas. As amostras foram analisadas por migracao

eletroforética em gel de poliacrilamida com dodecil-sulfato de sédio (SDS-PAGE) 10%
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a fim de verificar a qualidade das bandas proteicas coradas com azul de coomassie.
Além disso, o0s extratos proteicos também foram quantificados por espectrofotometria
de luz UV-visivel NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific) utilizando o método de

guantificacdo direta através do comprimento de onda de 280nm.

4.3 OBTENGAO DA PROTEINA E (PROTEINA DO ENVELOPE DO ZIKV) RECOMBINANTE

As preparacbes de cDNA que codificam a proteina E do ZIKV ja foram
realizadas pelo grupo de pesquisa do departamento de Entomologia do IAM através
de reacles de transcricdo reversa (RT-PCR) e conforme as recomendacdes do Kit
AMVCloned (Invitrogen®) a partir de RNA total de ZIKV PE243 cedido cordialmente
pelo departamento de Virologia Experimental - LAVITE. Os primers desenhados para
amplificar o cDNA que codifica a proteina E permitiram a clonagem da sequéncia do
envelope em diferentes vetores de expressdo pET2la- Novagem®, pGEX-4T-3
(Amersham) e algumas pequenas modificacbes foram inseridas a fim de otimizar sua
producdo em sistema de expressao procarioto. A producgéo e purificacdo da respectiva
proteina E em E. coli foi realizada com sucesso e com eficiente producao da proteina
E recombinante fusionada a GST (ENV-GST). Para esse estudo, a proteina ENV-GST
foi dialisada e quantificada e utilizada nos ensaios de ligacdo do tipo pull-down.
Ensaios de western-blotting foram realizados utilizando o anticorpo comercial 4G2
“‘Mouse Anti-Flavivirus Envelope Protein Antibody 4G2” (Native Antigen) para revelar

a especifica imunodeteccado da proteina E recombinante produzida.

4.4 ENSAIOS DE LIGACAO DO TIPO PULL-DOWN PARA IDENTIFICACAO DE LIGANTES

Os ensaios de ligacdo do tipo pull-down tem como objetivo identificar a
ocorréncia da interagéo entre a proteina do envelope viral recombinante (ENV-GST),
imobilizada em resina de glutationa sefarose, e as proteinas presentes nos extratos
proteicos das linhagens de células C6/36 e Sf9. Se houver interacao especifica, a
proteina co-precipitada com a resina, pode ser dissociada por tampéao desnaturante e
fervura, seguida de avaliagéo por SDS-PAGE corado com azul de coomassie® brilliant
blue G 250. Para este ensaio, foi adicionado 300 pL da resina glutationa sefarose em
um falcon, lavada com tampéao especifico BB3 (100mM de KCI 3M, 1mM de MgCI2
1M, 50mM de HEPES 1M, IGEPAL CA-630 0,2%, glicerol 5%, H20 q.s.p. para volume
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final de 250mL, pH 7,5) e centrifugada a 4000rpm, 4°C por 2 minutos. Completou-se
com tampédo BB3 para atingir o volume final de 600 pL e foi adicionado 600uL de
tampédo BSA/BB3 para evitar ligacdes inespecificas através do bloqueio com BSA de
potenciais sitios ativos descobertos na resina, a incubacao ocorreu por 1 hora a 4°C
sob agitacdo constante. Apds sucessivas lavagens, o volume foi fracionado
igualmente nos tubos para cada proteina a ser imobilizada e o ensaio posterior foi
conduzido em duplicata. Em cada tubo, o conjunto Resina/BSA foi incubado com 3 ug
das proteinas de interesse a serem imobilizadas durante 1 hora, 4°C sob agitacdo
constante. Foram utilizados quatro tubos para controle negativo contendo:
Resina/BSA, Resina/BSA/ENV-GST sem incubacdo com extrato, Resina/BSA/GST
incubada com extrato proteico de C6/36, Resina/BSA/GST incubada com extrato
proteico de Sf9. Os tubos dos experimentos testes também tém o mesmo quantitativo
de resina, sendo dois grupos realizados com Resina/BSA/ENV-GST incubadas com
0s extratos proteicos de membranas obtidos em duplicata para cada linhagem celular.
Ao fim do procedimento, as amostras foram eluidas com Laemmli 2X e avaliadas em
gel SDS-PAGE a 10%, coradas com azul de coomassie. Além disso, as amostras
também foram transferidas para membrana de nitrocelulose e imunodetectadas
utilizando o anticorpo comercial anti-envelope 4G2 que reconhece o0s epitopos
presentes na proteina do envelope dos Flavivirus. Os spots correspondentes as
proteinas ligantes do ZIKV foram manualmente excisados a partir dos geéis
unidimensionais de SDS-PAGE 10%. O processo consistiu em migrar as amostras em
gel de poliacrilamida até o contetdo sair da fase de empacotamento (stacking), assim,
concentrando as amostras em banda Unica, permitindo a excisdo com bisturi de fibra
cirdrgica. Posteriormente, as amostras foram processadas para sua identificacao por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas no sistema LTQ Orbitrap
XL ETD da Plataforma de Espectrometria de Massas do Instituto Carlos Chagas (ICC).
Os grupos experimentais selecionados para a identificacdo por espectrometria de
massas foram Resina/BSA/ENV-GST e Resina/BSA/GST incubadas com extratos
protéicos de cada uma das células, C6/36 e Sf9, realizados em duplicata para cada

ensaio.

4.4.1 Filtragem e Normalizagao

As proteinas ligantes resultantes da analise por espectrometria de massas
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foram caracterizadas de acordo com os parametros do equipamento e expostas em
tabelas, onde foi possivel identificar, filtrar e normalizar os dados com base numa
analise comparativa das proteinas evidenciadas no teste com maior intensidade em
relacdo ao controle. A andlise inicial consistiu em obter informacdes sobre os ligantes
através do alinhamento das proteinas totais comparadas aos bancos de dados do
Protein Data Bank e proteomas das espécies Aedes albopictus e Spodoptera
Frugiperda, obtidos pelo NCBI, e com conteudo disponibilizado no UniProt. As
proteinas totais foram reduzidas apenas aos ligantes selecionados e obteve-se o fator
de normalizac&o a partir da soma de todas as intensidades, seguida da divisado pelo
maior numerador. Depois, essa intensidade para amostra foi substituida pela coluna
de intensidade normalizada obtida pela multiplicacdo das linhas pelo fator de
normalizag&o. Para avaliar a intensidade dos controles e das amostras entre si foram
calculadas a média das réplicas e a razdo da intensidade das amostras presentes
sobre a intensidade das amostras controles, proteina do envelope fusionada a GST e
proteina GST. ApOs esse passo, foi realizada a filtragem com exclusdo dos ligantes
gue continham contaminantes na linha referente a coluna de identificacdo das
proteinas e razdes com valores inferiores a 1.5. Além disso, a sele¢do dos ligantes
candidatos passou pela avaliagdo dos peptideos unicos identificados, excluiu-se as
proteinas que estavam presentes apenas na amostra controle e ndo nos grupos
testes. ApGs a filtragem dos candidatos a ligantes da proteina E, foram selecionadas
as proteinas qualificadas que atenderam aos critérios propostos para realizar a analise

in silico.

4.5 ANALISES IN SILICO

A analise in silico pelo método de docking molecular utilizou com prioridade as
proteinas com informacgdes na literatura e maior intensidade para realizar a avaliagéo
da interagdo entre os ligantes e a proteina E do ZIKV. O docking molecular consiste
na simulacdo de interacdo entre um receptor de uma proteina e um ligante, a
simulacao é realizada em diferentes posi¢cdes dos ligantes e tem como resultado um
ranking das melhores afinidades pelos scores que levam em consideracao fungdes
eletrostaticas, modelos de solubilidade e métodos de mecénica quantica (Fan; Fu;
Zhang, 2018; Li; Fu; Zhang, 2019). A determinacdo da ligacdo das proteinas €&

avaliada pela mudanca na energia livre, que define a estabilidade da estrutura e a
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formacgéo de complexos de proteina-proteina (Siebenmorgen; Zacharias, 2019; Patel,
D., Patel, J.; Ytreberg, 2021). O controle positivo utilizado para avaliar a energia livre
do docking molecular foi a estrutura cristalografica de DC-SIGN complexada a

manose, obtida do banco de dados do RCSB PDB (https://www.rcsb.org/).

Primeiramente, foi obtida a predi¢do da estrutura terciria das proteinas de interesse
a partir da sequéncia de aminoacidos pelo banco de dados da ferramenta

desenvolvida pela DeepMind baseada em aprendizagem de maquina, o AlphaFold2

(https://alphafold.ebi.ac.uk/). As estruturas preditas foram validadas pela
estereoquimica através do grafico de Ramachandran que avalia o angulo de torcao

dos aminoacidos pelo MolProbity (http://molprobity.biochem.duke.edu/). As melhores

estruturas preditas de acordo com a validacdo seguiram para a analise de docking

molecular do tipo proteina-proteina (Yan et al., 2020), utilizando a ferramenta online

HDOCK Server (http://hdock.phys.hust.edu.cn/). Ao final do processo, para cada
linhagem celular, foram avaliados os modelos de proteinas com a menor energia livre
de ligacdo com visualizacdo das regides de interacdo utilizando a ferramenta PyMOL

3.0 (https://www.pymol.org).



https://www.rcsb.org/
https://alphafold.ebi.ac.uk/
http://molprobity.biochem.duke.edu/
http://hdock.phys.hust.edu.cn/
https://www.pymol.org/
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5 RESULTADOS

5.1 CULTURA DE CELULAS

A cultura 2D das células C6/36 oriundas de Aedes albopictus (ATCC CRL-
1660) foi estabelecida em 1967 a partir de macerados totais de larvas recém eclodidas
de ancestralidade ndo especificada (Singh et al.,, 1967). De facil manutencéo e
propagacédo, esta linhagem tem um rapido crescimento com adicdo de soro fetal
bovino (SFB) e possui diversas aplicacdes na pesquisa, como no diagnéstico,
isolamento e propagacdo de virus em laboratério devido a ampla suscetibilidade e
permissibilidade a infeccdo por varios arbovirus, em especial, os Flavivirus (Walker et
al., 2014). Durante o cultivo, sua morfologia se mostrou irregular com inimeras
projecdes citoplasmaticas mediadas por filopodios (Figura 8 C-D). A medida que as
células se multiplicam, proximas a confluéncia, exibe uma morfologia mais
arredondada e uniforme.

Ja a linhagem Sf9 foi inicialmente isolada a partir de um clone da linhagem
celular Sf21 (IPLB-Sf-21-AE), derivada do tecido ovariano de pupa do lepidéptero
Spodoptera frugiperda (Sf) (Vaughn et al., 1977). Morfologicamente, a Sf9 exibe uma
caracteristica mais uniforme e esférica como mostrado na Figura 8 (E-F) logo apds o
repigue celular. Sua membrana plasmatica permanece regular durante todo o ciclo do
cultivo, exibindo pequenas e numerosas projecoes filopodiais (Figura 8 G-H). A
manutencao requer aproximadamente sete dias para o estagio de confluéncia, sendo

necessario a troca do meio de cultivo a cada 48 horas.
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Figura 8 — Microscopia 6ptica de luz invertida dos cultivos celulares.

C6/36 (Aedes albopictus) Sf9 (Spodoptera frugiperda)

Fonte: Propria do autor.

Legenda: Cultura de células C6/36 e Sf9 vistas por microscopia Optica de luz invertida apds repique
celular. (A) C6/36 100 um, (B) C6/36 25 uym, (C e D) C6/36, seta vermelha indicando projecdes
citoplasmaticas filopodiais, barra de escala de 25 pm. (E) Sf9 100 ym, (F) Sf9 25 pm, (G e H) Sf9, seta
vermelha indicando os filopddios menos proeminentes quando comparado com a C6/36, barra de
escala de 25 uym. Imagens obtidas pelo microscépio invertido Leica DMi8 utilizando o campo claro.
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5.2 PREPARACOES DE EXTRATOS PROTEICOS DE LINHAGENS CELULARES C6/36 E SF9

Para dar inicio ao ensaio de ligacdo com a proteina E do ZIKV, as proteinas
membranares e citosolicas foram obtidas das células C6/36 e Sf9 em fase de
confluéncia pelo Kit Mem-PER ™Plus Membrane Protein Extraction Kit (Thermo Fisher
Scientific). As amostras das proteinas citosélicas e de membrana foram avaliadas
gualitativamente e quantitativamente. A analise qualitativa dos perfis das bandas
proteicas foi realizada por migracéo eletroforética em gel SDS-PAGE 10% (Figura 9).
As concentragbes das proteinas extraidas foram estimadas pelo método de
guantificacdo direta através do comprimento de onda de 280nm no equipamento
NanoDrop 2000TM (Thermo Fisher Scientific), utilizando 2 pL das amostras obtidas
(Tabela 1). A concentragéo das amostras de membrana de C6/36 foi de 0,247 pg/uLe
para as células da Sf9 o valor foi de 0,137 pg/pL. Foi possivel observar um perfil de

bandas conservado sem degradacdo em ambas as amostras.

Figura 9 — Avaliacéo do perfil de bandas proteicas (membrana e citosol) por SDS-
PAGE 10% corado com azul de coomassie.
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Fonte: Propria do autor.

Legenda: Legenda: SDS-PAGE 10% corado com azul de coomassie, volume de 10 pL aplicado no
gel. PM: Peso molecular BenchMark™ Protein Ladder - Thermo Fisher Scientific; kDa: kilodalton. Cit
(1): amostras citosélicas da primeira extracdo. Cit (2): amostras citosélicas da segunda extracao.
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Mem (1): amostras de membrana da primeira extragdo. Mem (2): amostras de membrana da segunda
extracdo. Os tracos indicam os pesos moleculares esperados.

Tabela 1 — Quantificacdo das amostras de proteinas pelo NanoDrop, método A280.

ID Concentracdo Protein pg/pL
Membrana C6/36 P93 0,495 0,247
Membrana Sf9 P8 0,2755 0,137

Fonte: Propria do autor.
Legenda: ID: Identificacdo das amostras. P: refere-se a passagem das linhagens celulares. Volume
aplicado para quantificacéo foi de 2ul.

5.3 OBTENGAO DA PROTEINA E (PROTEINA DO ENVELOPE DO ZIKV) RECOMBINANTE

A quantificacdo da proteina do envelope recombinante (ENV-GST) para
realizacdo do ensaio de pull-down foi realizada a partir da analise da curva padrdo
formada pela diluicdo seriada da albumina de soro bovino (BSA) na concentracdo de
0.1, 0.2, 0.4 e 0.5 pg/ul, e mensurada no equipamento iBright Imaging Systems
(Thermo Fisher Scientific) (Figura 11).

Figura 10 — Gel SDS-PAGE 10% da quantificacéo da proteina do envelope pela
curva de diluicdo seriada do BSA.

Fonte: Propria do autor.
Legenda: SDS-PAGE 10% da quantificacdo da proteina ENV-GST por BSA. PM: Peso molecular
BenchMark™ Protein Ladder - Thermo Fisher Scientific; kDa: kilodalton. Proteina Env: proteina do
envelope recombinante fusionada a GST. BSA: albumina de soro bovino. Os tracos indicam os pesos
moleculares esperados.
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5.4 ENSAIOS DE LIGAGAO DO TIPO PULL-DOWN PARA IDENTIFICACAO DE LIGANTES

O ensaio de Pull-down foi avaliado qualitativamente através de SDS-PAGE
10%. Esta avaliacdo revelou a captura de proteinas presentes no extrato proteico das
células estudadas. As proteinas coprecipitadas de C6/36 e Sf9 que apareceram nos
grupos testes variaram de ~20 a ~80 kDa e estas interagiram com a proteina ENV-
GST (~77 kDa) ligada a resina de glutationa sepharose, demonstrando interacao
especifica e persistente mesmo apos as lavagens (Figura 11). Para os controles
negativos, utilizamos a resina/BSA sem incubagao com extratos proteicos, resina/Env-
GST sem incubacdo com extratos proteicos, resina/ GST com incubagdo com 0s
extratos de C6/36 e de Sf9, respectivamente. A utilizacdo da proteina GST, atraves
do controle resina/GST incubado com o0s extratos proteicos das células, teve por
objetivo avaliar possiveis sinais de ligacdes inespecificas das proteinas presentes nos
extratos com a GST na reacao. No gel, observa-se apenas a banda da proteina GST
em torno de ~30 kDa, indicando que ndo houve nenhuma interacéo das proteinas de
membrana das células com a proteina GST. Desta forma, confirmamos que ndo houve
interacdes inespecificas com a GST fusionada a proteina do envelope recombinante.

Assim como no grupo so resina e resina/ENV-GST.



41

Figura 11 — Gel de SDS-PAGE 10% do ensaio de pull-down.
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Fonte: Propria do autor.
Legenda: SDS-PAGE 10% do ensaio de Pull-down corado com azul de coomassie. (A) Primeira réplica,
(B) Segunda réplica, (C) Terceira réplica. PM: Peso molecular BenchMark™ Protein Ladder - Thermo
Fisher Scientific; kDa: kilodalton. Resina: resina de glutationa sefarose. ENV-GST: proteina do envelope
recombinante fusionada a GST. GST: proteina glutationa S-transferase. Os tracos indicam os pesos
moleculares esperados.
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A imunodetecgédo com o anticorpo anti-envelope mouse 4G2 (1:5000)
do ensaio de pull-down, confirmou a presenca especifica da proteina do envelope
ENV-GST presente nos grupos nos quais ela foi incubada (Figura 13). Uma nova
migracgéo eletroforética foi realizada com as amostras do pull-down e seus respectivos
controles (extratos proteicos incubados com GST e proteina ENV em resina de
glutationa sefarose). Os spots correspondentes as proteinas ligantes foram
manualmente excisados em géis unidimensionais de SDS-PAGE 10%. As amostras
cortadas foram armazenadas com 500uL de &gua deionizada ultrapura e
encaminhada para a andlise por espectrometria de massas no nucleo de plataformas
de protedmica de Espectrometria de Massa do Instituto Carlos Chagas (ICC),
FIOCRUZ-PR. Nesse local, as amostras sdo processadas e submetidas a etapas de
tripsinizacdo, e seus polipeptideos fragmentados passam pela analise por
cromatografia liquida de espectrometria de massas (LC-MS/MS) no aparelho Thermo
Scientific Easy-nLC 1000 Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC) acoplado
ao espectrometro LTQ-Orbitrap XL ETD (Thermo Fisher Scientific).

Figura 12 — Western Blotting do ensaio de pull-down.
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Fonte: Propria do autor.

Legenda: Western blotting do ensaio de pull-down para imunodetecgdo da proteina ENV-GST de 77
kDa. PM: Peso molecular BenchMark™ Protein Ladder - Thermo Fisher Scientific; kDa: kilodalton.
Resina: resina de glutationa sefarose. ENV-GST: proteina do envelope recombinante fusionada a GST.
GST: proteina glutationa S-transferase. Os tragos indicam os pesos moleculares esperados.

A andlise por espectrometria de massas identificou 165 proteinas ligantes
totais. Apos filtragem, o nimero dos ligantes candidatos foram de 9 proteinas para
C636 (Tabela 2) e 15 para Sf9 (Tabela 3), com duas proteinas em comum para ambas
as linhagens celulares. Para as proteinas identificadas em Aedes albopictus, a
ADP/ATP translocase (AOA182H5B9) foi descrita como influenciadora da patogénese
viral em vertebrados. A Heat shock 70 kDa protein cognate 5 (AOA182HB17) € uma
proteina do choque térmico de peso molecular intermediario, e essas proteinas séo
comumente expressas mediante estresse celular, podendo estar envolvidas na
infecgéo viral. Além disso, as proteinas ndo caracterizadas, do inglés Uncharacterized
proteins (AOA182G4X7), ndo possuem reconhecimento de dominio e fungéo, sendo
potenciais candidatas para investigacdo no ciclo de infeccdo dos arbovirus. Em
Spodoptera frugiperda, devem ser levadas em consideracdo também as proteinas nao
caracterizadas e os ligantes ADP/ATP translocase (AOA2H1WC32), Glutathione
transferase (AOA9RODLWS), Glutathione S-transferase 1 (AOA2H1WG82), Heat shock
70 kDa protein cognate 5 (AOA5QO0TYX6), Prostaglandin reductase (AOA9ROEHA4) e
Tubulin alpha chain (AOA2H1WFF5). A identificacdo dos ligantes nas diferentes
linhagens celulares reconheceram as proteinas ADP/ATP translocase e Heat shock
70 kDa protein cognate 5 tanto para a C6/36 quanto para a Sf9.

Tabela 2 — Proteinas ligantes candidatas de Aedes albopictus selecionadas apos
filtragem.

N° ID InterPro Funcéo Peso Molecular P. Unicos
1 AOA182H826 FK506-binding protein 42.648 1
2 AOA182GG09 Uncharacterized protein 23.712 2
3 AOA023ER38 Putative 60s ribosomal protein 123 39.447 2

4 AOA023ERU9 Putative ribosomal protein I3 46.811 1



AOA182H5B9

AOA182G3CO0

AOA182G4X7

AOA182H3D8

AOA182HB17

ADP/ATP translocase
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein

Arginine-tRNA ligase

Heat shock 70 kDa protein

cognate 5

72.414

67.226

102.800

75.582

73.943
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Fonte: Propria do autor.

Legenda: N°: Numero das proteinas ligantes, Peso molecular: Peso molecular em kDa, P. Unicos:
Peptideos Unicos identificados na espectrometria de massas.

Tabela 3 — Proteinas ligantes candidatas de Spodoptera frugiperda selecionadas apos

filtragem.
N° ID InterPro Funcéo Peso Molecular P. Unicos
1 AOA2H1IWC32 ADP/ATP translocase 32.88 2
Large ribosomal subunit protein
2 AO0A2H1V5B6 30,596 2
eL6
3 AOA9RODY22 Uncharacterized protein 712.07 1
Large ribosomal subunit protein
4 Q962S9 17,393 1
elL33
5 AOAOK2CTV1 Ribosomal protein L23A 31,095 1
6 AOA9RODHV2 Late histone H1-like 24,526 1
Glucose dehydrogenase [FAD,
7 AOA2H1VYR2 _ 68,646 1
quinone]
Leucine-rich repeat-containing
8 AOA9ROD1L6 _ o 33,404 1
protein 23-like isoform X2
9 AOA9ROEG14 Nose resistant to fluoxetine 78,858 1
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11

12

13
14

15

AOA9ROD543
AOA9RODLWS5

AOAZ2HIWGS82

AOA9ROEHA4
AOAZ2HIWFFS

AOA5QOTY X6

protein 6
Uncharacterized protein
Glutathione transferase

Glutathione S-transferase 1

(Fragment)
Prostaglandin reductase
Tubulin alpha chain

Heat shock 70 kDa protein

cognate 5

93,942
46,753

24,432

36,455
49,819

74,839
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Fonte: Propria do autor.

Legenda: N°: Numero das proteinas ligantes, Peso molecular: Peso molecular em kDa, P. Unicos:
Peptideos Unicos identificados na espectrometria de massas.

5.5 ANALISES IN SiLIcO

grafico de Ramachandran, e as melhores estruturas seguiram para a andlise com a
ferramenta de docking molecular para visualizacdo da interagcdo dos ligantes
candidatos com a proteina E do ZIKV. O valor delimitado para a valida¢do da estrutura

pelo grafico de Ramachandran utilizando a ferramenta MolProbity foi de pelo menos

A estrutura terciaria das proteinas preditas pelo AlphaFold2 foi validada pelo

90% ou acima de residuos em regides favoraveis e acima de 96% para residuos em

regides permitidas. O Unico modelo que ndo atendeu aos critérios e que teve

continuidade para realizagéo do docking foi a ADP/ATP translocase de C6/36 a fim de
realizar a comparacdo com o docking da Sf9. O grafico de Ramachandran esta

exposto para Aedes albopictus (Figura 14) e Spodoptera frugiperda (Figura 15) com

as estruturas preditas que atendem aos critérios.
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Figura 13 — Plot de Ramachandran para as estruturas preditas das proteinas
candidatas a ligantes em C6/36 (Aedes albopictus).

ADP/ATP translocase FPutative ribosomal protein I3 Uncharacterized protein

General case

General case
180 —
i

Heat shock 70 kDa protein cognate 5

General case

Fonte: Propria do autor.

Legenda: Gréafico de Ramachandran exibindo as regides permitidas e regides favoraveis para os
angulos de torcéo phi e psi. Os residuos de aminodcidos esté@o representados por pontos preto no
grafico, e suas localizagbes indicam possiveis conformagdes de estruturas secundarias, como a-hélices

e folhas .
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Figura 14 — Plot de Ramachandran para as estruturas preditas das proteinas
candidatas a ligantes em Sf9 (Spodoptera frugiperda)

ADP/ATP translocase Glutathione transferase Glutathione S-transferase 1

General case General case

180 ——v

Glucose dehydrogenase Prostaglandin reductase Tubulin alpha chain

General case General case

General case

-180 0 Ph 180 180 0 Fhi 180 180 ¢ 180

Heat shock 70 kDa protein cognate 5

General case
180

Fonte: Propria do autor.

Legenda: Grafico de Ramachandran exibindo as regibes permitidas e regibes favoraveis para os
angulos de torcdo phi e psi. Os residuos de aminodcidos estédo representados por pontos preto no
grafico, e suas localizagdes indicam possiveis conformagdes de estruturas secundarias, como a-hélices
e folhas (.

ApOs analise da estrutura tridimensional, o docking molecular foi realizado para
os ligantes ADP/ATP translocase, Putative ribosomal protein I3, Uncharacterized
protein (AOA182G4X7), Arginine--tRNA ligase e Heat shock 70 kDa protein cognate 5
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de Aedes albopictus e ADP/ATP translocase, Glutathione transferase, Glutathione S-
transferase 1, Glucose dehydrogenase, Heat shock 70 kDa protein cognate 5,
Prostaglandin reductase e Tubulin alpha chain de Spodoptera frugiperda. Para cada
docking, foram selecionados os 10 primeiros modelos de interacéo proteina-proteina,
gue foram salvos e analisados quanto ao valor de menor energia livre. A energia livre
dos 10 modelos produzidos para o controle positivo DC-SIGN foi de 1° = -290,05; 2°
= -266,65, 3° = -264,29; 4° = -261,45; 5° = -256,84; 6° = -255,15; 7° = -252,53; 8° = -
244,28; 9° =-243,16; 10° = -243,01. O ranking dos modelos estdo expostos em tabelas
para C6/36 (Tabela 4) e Sf9 (Tabela 5), organizados de forma crescente para cada

ligante.

Tabela 4 — Ranking de energia livre dos modelos produzidos no docking molecular
com os ligantes candidatos de C6/36, Aedes albopictus, selecionados apos filtragem.

Ligantes Energia livre dos modelos

1°=-275,50; 2° = -273,09; 3° = -259,70;
4° = -257,82; 5° = -255,85; 6° = -253,66;

ADP/ATP translocase 70=-249,32; 8° = -247,45; 9° = -247,31;
100 =-246,61

1°=-302,83; 2° = -292,29; 3° = -291.14;

Putative ribosomal protein I3 4° = -288,01; 5° = -280,62; 6° = -277,61,

7°=-274,84; 8° = -267,20; 9° = -265,37;

10° = -264,64
1°=-284, 37; 2° = -283,91; 3° = -281,51;

Uncharacterized protein 40 = -275,31; 5° = -261,96; 6° = -256,11,
7° =-253,69; 8° = -247,00; 9° = -236,46;

100 =-233,58
1°0=-244,72; 2° = -231,73; 3° = -217,60;
Arginine--tRNA ligase 4° = -217,05; 5° =-215,71; 6° = -214,52;
7°=-210,96; 8° =-210,03; 9° = -208,52;

10° =-207,00
1° =-240,33; 2° = -236,82; 3° = -224,45;

Heat shock 70 kDa protein cognate 5 40 = 22172 50 = -218.02: 6° = -212.63:

7°=-211,33; 8° =-207,32; 9° = -205,61;
10° = -204,91

Fonte: Propria do autor
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Tabela 5 — Ranking de energia livre dos modelos produzidos no docking molecular
com os ligantes candidatos de Sf9, Spodoptera frugiperda, selecionados apos
filtragem.

Ligantes Energia livre dos modelos

ADP/ATP translocase 1°=-354,92; 2° = -333,63 ; 3° = -332,63;
4° = -327,35; 5° = -321,99; 6° = -320,55;
7°=-317,16; 8°=-316,59; 9° = -316,39;

10° =-314,79

Glucose dehydrogenase 1°=-329,58 ; 2° = -297,31, 3° = -294,82;
4° =-293,10; 5° =-292,37; 6° = -287,37,
7° = -284,05; 8° = -283,05; 9° = -281,76;

10°=-279,55

Glutathione Transferase 1°=330,18; 2° = -314,95; 3° = -304,02;
4° =-300,19; 5° = -299,12; 6° = -279,00;
7°=-273,41; 8°=-273,10; 9° =-270,53;

10° = -268,29

Glutathione S-transferase 1 1°=-312,09; 2° = -288,01; 3° = -285,56;
4° =-284,18; 5° = -282,98; 6° = -276,10;
7°=-271,71; 8° =-268,95; 9° = -268,81;

10° =-268,71

Prostaglandin reductase 1° = -266,84; 2° = -259,07; 3° = -250,92;
4° = -250,75; 5° = -249,92; 6° = -244,15;
7° =-243,93; 8° = -229,82; 9° = -229,62;

10° =-228,86

1°=-223,45; 2° = -221,53; 3° = -218,24,

40 = -217,50; 5° = -215,09; 6° = -212,71,

7°=-210,70; 8° = -210,40; 9° = -209,76;
10° = -207,14

1°0=-235,42; 2°=-235,11; 3° = -224,68;
Heat shock 70 kDa protein cognate 5 40 — .293 g7: 50 = -217 30" 6° = -213 .52

7°=-211,96; 8° = -207,93; 9° = -206,40;
10° =-207,28

Tubulin alpha chain

Fonte: Propria do autor

Os modelos do docking das proteinas em comum foram submetidos a
visualizagcdo com o PyMOL, onde foi possivel observar as regides de interacéao a partir
da identificacdo dos possiveis residuos que estdo envolvidos na ligacao entre o ligante
e a proteina E do ZIKV. O controle positivo de interagdo utilizado, DC-SIGN,

representado em ciano na Figura 15 com a proteina do envelope em rosa, mostrou a
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regido de interacdo entre os aminoacidos 419K, 421M, 426D, 486L e 500T da proteina
do envelope e 259E, 274Q, 309R e a manose no DC-SIGN. A visualizacédo do docking
da proteina Heat shock protein 70 kDa cognate 5 na Figura 16 para C6/36 demonstrou
regido de interagcdo nos dominios | e na regido transmembranar da proteina do
envelope, os residuos participantes sdo 20W, 175R, 189D, 438LN439, 447Q, 454K e
500T. Para o ligante, as interacdes ocorreram nos residuos 43DT44, 46K, 65E, 73E,
77G, 178N e 571K. O docking para a proteina Heat shock protein 70 kDa cognate 5
em Sf9 (Figura 17) demonstrou a interacao principalmente no DIl e na regido
transmembrana, nos residuos 216E, 314F, 393E, 395K, 399HW400, 403S, 418A,
461S, 476GLA477, 479T e 485S na proteina E. Os residuos envolvidos no ligante sédo
58R, 113R, 190N, 416R, 602K, 659Y, 666RE667, 670Q e 678Q. Em Sf9 (Figura 17),
0 modelo 2 foi utilizado para visualizagdo com a glutathione transferase. A regiao de
interacdo foi a de hélices transmembranas nos residuos 478N, 480K, 482GS483 e
485S. O ligante interagiu nos residuos 37K, 91D, 93K, 104Y e 108K. A ADP/ATP
translocase identificada em C6/36 (Figura 18) exibiu interacdo com as hélices
transmembranas nos residuos 414T e 477L da proteina E, enquanto os residuos da
proteina ligante sdo 21S e 34R. A ADP/ATP translocase em Sf9 (Figura 19) mostrou
regido de interacao no DIll e nas hélices transmembranares nos residuos 364D, 401H,
403SG404, 419K e 470T. Os residuos envolvidos na interacdo pelo ligante foram
112W, 128T e 254K.

Figura 15 — Visualizagdo do docking para DC-SIGN, 1° modelo.
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Fonte: Propria do autor. Imagem gerada através da ferramenta PyMOL 3.0.
Legenda: Em rosa esta representada a proteina do envelope, em ciano o ligante DC-SIGN e em verde
séo demonstradas as interacdes entre os aminoacidos.



Figura 16 — Visualizacéo do docking, ligante Heat shock protein 70 kDa cognate 5,

1° modelo em C6/36.

Fonte: Propria do autor. Imagem gerada através da ferramenta PyMOL 3.0.
Legenda: Em rosa esta representada a proteina do envelope, em ciano o ligante Heat shock protein
70 kDa cognate 5 e em verde sdo demonstradas as interacdes entre 0s aminoacidos.

Figura 17 — Visualizacdo docking, ligante Heat shock protein 70 kDa cognate 5, 2°
modelo em Sf9.
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Fonte: Propria do autor. Imagem gerada através da ferramenta PyMOL 3.0
Legenda: Em rosa esta representada a proteina do envelope, em ciano o ligante Heat shock protein
70 kDa cognate 5 e em verde sdo demonstradas as intera¢gfes entre 0s aminoacidos.
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Figura 18 — Visualizag&o docking, ligante glutathione transferase, 2° modelo em Sf9.

Fonte: Propria do autor. Imagem gerada através da ferramenta PyMOL 3.0
Legenda: Em rosa esta representada a proteina do envelope, em ciano o ligante glutathione
transferase e em verde sdo demonstradas as interagdes entre os aminoacidos.

Figura 19 — Visualizacdo docking, ligante ATP/ADP translocase, 1° modelo em
C6/36.
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Fonte: Propria do autor. Imagem gerada através da ferramenta PyMOL 3.0
Legenda: Em rosa esta representada a proteina do envelope, em ciano o ligante ATP/ADP translocase
e em verde sdo demonstradas as interacdes entre os aminoacidos.
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Figura 20 - Visualizag&do docking, ligante ATP/ADP translocase, 3° modelo em Sf9.

Fonte: Propria do autor. Imagem gerada através da ferramenta PyMOL 3.0.

Legenda: Em rosa esta representada a proteina do envelope, em ciano o ligante ATP/ADP translocase
e em verde sdo demonstradas as interac@es entre os aminoacidos.
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6 DISCUSSAO

O processo de entrada e internalizacao viral, bem como o ciclo de infeccao,
dependem da interacdo especifica entre a particula viral com os fatores proteicos
associados da célula hospedeira suscetivel, além da permissibilidade celular. Nesse
sentido, o presente estudo buscou elucidar sobre possiveis ligantes responsaveis pelo
desencadeamento da internalizacdo do ZIKV em duas linhagens celulares que
possuem suscetibilidade e permissibilidade distintas a diversos arbovirus, a C6/36,
suscetivel a internalizacdo do ZIKV, e a linhagem celular Sf9, que possui um perfil de
resisténcia para alguns arbovirus. Desse modo, a ligacdo que ocorre entre as
proteinas envolvidas no processo possui um grau de afinidade que pode determinar
sua interacdo. A energia livre produzida sugere os estados conformacionais dos
ligantes conforme sua favorabilidade. Como resultado, os ensaios de ligacdo de
proteina do tipo Pull-down realizados com a utilizacdo da proteina do envelope do
ZIKV recombinante e os extratos proteicos das células C6/36 e Sf9 evidenciaram a
identificacdo de ligantes pela espectrometria de massas entre proteinas nao
caracterizadas, proteinas com funcéo de translocase de ATP, transferases e proteinas
do choque térmico de 70 kilodaltons.

Os ligantes candidatos a fatores moleculares relacionados ao desenvolvimento
do ZIKV nas células C6/36 e Sf9 tiveram sua estrutura predita pelo AlphaFold2
utilizando algoritmos de inteligéncia artificial a partir da sequéncia primaria e foram
submetidos ao docking molecular pelo programa HDOCK. Néao foi possivel realizar a
modelagem por homologia, pois os modelos estruturais depositados nos bancos de
dados para as proteinas identificadas ndo apresentaram similaridade suficiente ou ndo
possuiam sua estrutura predita. Dessa forma, seguiu-se para a modelagem ab initio
baseada em aprendizagem profunda que foi capaz de produzir modelos com boa
confiabilidade e validados pelos graficos de Ramachandran apresentando-se em
regides favoraveis e permitidas.

O controle positivo para avaliar a energia livre resultante das analises por
docking molecular foi o0 modelo cristalografico do receptor de lectina em células
dendriticas, DC-SIGN, que € um candidato a receptor para os Flavivirus pelo contato
com a glicoproteina. Este receptor foi descrito como participante de vias de infeccao

para os virus DENV, JEV, WNV e ZIKV por mediacéo da infec¢cado em células humanas



55

ou células de mosquitos, no caso do JEV (Hu et al., 2021). Muitos estudos reforcam a
importancia de sitios de glicosilacao para a infec¢cdo mediada pela proteina E com a
superficie celular do hospedeiro, incluindo DC-SIGN. A glicosilacdo é uma
modificacado pos-traducional das particulas virais que podem promover a infeccado ao
induzir as fungbes virais como transporte, fusdo, expressao e ligacdo a superficie
celular. Essa modificacdo ocorre pela ancoragem de glicanos nas proteinas. A
proteina E, responsavel pela entrada viral, possui dois principais sitios de glicosilacéo
para os Flavivirus nos residuos de asparagina na posi¢do 57 e 153. Para o ZIKV, os
glicanos presentes na glicoproteina favorecem a secrecao efetiva da proteina (Feng
et al., 2022). Entretanto, alguns estudos ainda sdo contraditorios no que diz respeito
a necessidade da glicosilacédo. A infeccdo pelo WNV nas células de mamifero com a
proteina E glicosilada, por exemplo, pode influenciar a patogénese e a sua supressao
diminuir a infeccdo, enquanto que a atividade da infec¢éo nédo é afetada nas células
de mosquito por presenca ou supressdo dessa modificacdo (Fontes-Garfias et al.,
2017). Quanto a ligacdo ao receptor celular, a N-glicosilacdo pode nao ser tdo
importante. Para o DENV, a porcédo responsavel pela ligacao, DIll, ndo possui sitios
de glicosilacéo. Ainda, outros estudos desenvolvidos por Chen et al. (1997) relataram
gue a desglicosilacdo da proteina E do DENV recombinante ndo tem influéncia na
interacdo com os receptores celulares, enquanto que para a interacdo no DC-SIGN
sdo requisitados residuos de aminoécidos glicosilados (Navarro-Sanchez et al., 2003).
Nesse estudo, a proteina recombinante utilizada nos ensaios ndo possui sitios de
glicosilacdo, entretanto, buscou-se analisar se os dados corroboram com a literatura
e avaliar comparativamente os resultados deste controle com a proteina E e 0s
resultados dos nossos ligantes derivados da interacdo nas células de inseto. Para o
virus da dengue, as ligacdes que ocorrem entre a proteina E e o receptor sao ligacdes
de hidrogénio entre os residuos de aminoacidos e também ha a interagdo com o0s
carboidratos presentes no DC-SIGN. Um residuo importante no DC-SIGN é o 313F,
relatado como principal residuo envolvido na ligacdo a proteina do envelope do ZIKV
na regido transmembrana e residuos 442L, 443F, 444G e 446M (Menechino et al.,
2023). Como resultado, no docking molecular realizado neste trabalho entre a proteina
E do ZIKV e o DC-SIGN complexado a manose, foi possivel observar interacdo com
0 agucar e interagdo de residuos na regido transmembrana da proteina do envelope.
Este resultado inicial corrobora com os estudos de Menechino et al. (2023). No

docking molecular, quanto menor a energia livre maior a afinidade entre os residuos
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do ligante e do receptor, a energia livre do modelo DC-SIGN foi em torno de
aproximadamente -270 e todas as proteinas ligantes selecionadas também tiveram
valor proximo ou inferior a este de energia livre.

As proteinas do choque térmico, do inglés Heat shock proteins (HSP), séo
proteinas com atividade de chaperona, induzidas em resposta aos estresses celulares
como temperatura, hipéxia, mudanca de meio e patdgenos. Elas sao divididas de
acordo com seu peso molecular, como as HSPs meédias, HSP60 e HSP70, e sdo
responsaveis por reparar e proteger a estrutura das proteinas contra um agente
agressor (Lubkowska et al., 2021). A proteina de choque térmico de peso molecular
70kDa foi identificada em diversos Flavivirus incluindo DENV, JEV, virus da hepatite
C (HCV), e ZIKV como um fator ligante na superficie celular direto ou indireto, além
de estar associada a producdo de virions como no HCV (Lubkowska et al., 2021;
Anwar et al., 2022). Os estudos de Puhjari et al. (2019) demonstraram que o bloqueio
da HSP70 com anticorpo especifico ou a pré-incubacdo com a HSP70 recombinante
reduziu significativamente a infeccao viral pelo ZIKV. Além disso, a reducdo nas
unidades de formacédo de placas no ensaio de infeccdo também corrobora com a
possibilidade dessa proteina do choque térmico ser um fator essencial para a ligacéo
e invasdo do ZIKV nas células do hospedeiro (Puhjari et al.,, 2019). Assim, a
identificacdo da proteina do choque térmico pelo ensaio de ligacdo em ambas as
células C6/36 e Sf9, realizados nesse estudo, indicam a sua possivel participagédo no
ciclo infeccioso viral do ZIKV ou outros Flavivirus em invertebrados.

Para a sobrevivéncia em um meio distinto, os virus utilizam a maquinaria das
células para tornar o ambiente favoravel para sua replicacdo. As mitocéndrias sao
organelas envolvidas na producdo de energia e na imunidade inata nas células,
entretanto, elas também podem ser influenciadas por mecanismos externos como
resposta a uma infecgao viral, estresse oxidativo, hipdxia, entre outros. A relacéo da
alteracdo na dinamica mitocondrial foi estudada para um integrante dos Flavivirus, o
virus da Hepatite C, como uma via de infec¢do persistente, além de alguns virus de
familias distintas como o virus da Hepatite B e o virus sincicial respiratério (Elsela;
Lukacs, 2021). A translocase de ADP e ATP é uma proteina pertencente a familia de
carreadores mitocondriais, responsaveis por regular o equilibrio entre a quantidade de
ATP no citosol da célula e o ADP que estd na matriz mitocondrial. Em contato com o
substrato, diversas mudancgas conformacionais sdo induzidas nos transportadores

para garantir que sua funcdo seja realizada corretamente. Contudo, sua base
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molecular ndo esta totalmente compreendida, assim, € necessaria também a
investigacdo em como mutacdes na sua estrutura induzidas por patégenos podem
influenciar esse transporte (Ruprecht et al., 2019).

Dessa forma, o presente estudo demonstrou a interacao da proteina E do ZIKV,
em dois perfis de células distintas, com proteinas de diferentes funcdes celulares. As
proteinas identificadas foram ADP/ATP translocase, Heat shock 70 kDa protein
cognate 5, Uncharacterized proteins, Prostaglandin reductase, Glutathione
transferase, entre outras. Algumas dessas moléculas como a Heat shock 70 kDa
protein cognate 5 possuem investigagdes mais bem estabelecidas na literatura quanto
sua atuacdo no ciclo de infeccdo de diversos virus. Por outro lado, muitas das
proteinas identificadas ndo tém seu papel elucidado, sendo necessaria a validagao
funcional in vitro para confirmar os resultados descobertos pela simulagéo in silico por
docking molecular. Os achados vem a contribuir para a construgdo do conhecimento

acerca do ciclo de infeccdo do ZIKV e outros Flavivirus.
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7 CONCLUSAO

Os extratos de proteinas e fracbes de membrana das células C6/36 e Sf9 foram
obtidos com sucesso, assim como avaliacdes de integridade e quantificacdo da
proteina do envelope recombinante também foram realizadas com sucesso. Os
ensaios de western-blotting permitiram a imunodeteccdo da proteina do envelope
recombinante confirmando sua especificidade. Ademais, os resultados do ensaio de
ligag&o do tipo Pull-down demonstraram que houve intera¢des das proteinas extraidas
com a proteina recombinante ENV-GST utilizada como agente de captura neste
experimento. Por fim, diversos ligantes foram identificados pela anélise de
espectrometria de massas, manualmente filtrados e submetidos a andlise in silico por
ferramentas de atracamento molecular. O docking molecular realizado permitiu uma
varredura inicial das proteinas ligantes candidatas a fatores moleculares participantes
do ciclo de infeccdo nas células de inseto C6/36 e Sf9. E necessario investigar 0s
ligantes ADP/ATP translocase, Glutathione transferase, Prostaglandin reductase e
Heat shock 70 kDa protein cognate 5 presentes em ambas as linhagens com mais
ensaios para compreender sua fungdo no mecanismo de infecgdo e transmissao

vetorial do ZIKV em mosquitos.
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